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Contenido Vi

Resumen

En este estudio, 58868 polimorfismos de nucleétido simple (SNPs) obtenidos de
poblaciones del banco de germoplasma del ganado Criollo Colombiano Blanco Orejinegro-
BON y 57482 del Sanmartinero-SM, fueron utilizados para estimar la heredabilidad de los
indices de adaptabilidad, Coeficiente de Adaptabilidad-CA y el Coeficiente de Tolerancia
al Calor-HTC y de las caracteristicas reproductivas Edad al primer Parto-EPP e Intervalo
Entre Partos-IEP, para realizar estudios de asociacion gendémica-GWAS para estas
mismas caracteristicas y determinar huellas de seleccion, genes y rutas metabdlicas para
caracteristicas productivas y de adaptacién. Los componentes de varianza y las
heredabilidades se estimaron utilizando el programa AIREMLF90 (Average Information
Restricted Maximum Likelihood Fortran90) contenido en la familia de programas BLUPF90
(Best Linear Unbiased Predictor Fortran90). Las heredabilidades en la raza BON para el
CA fue de 0.06, HTC de 0.16, EPP de 0.07 e IEP de 0.14. Para la raza SM la heredabilidad
del CA fue de 0.10. HTC de 0.11, EPP de 0.20 y del IEP de 0.07. Los estudios de
asociacion genémica se realizaron a través de la metodologia Single Step Genomic BLUP
(ssGBLUP) utilizando los programas PREGSF90 y POSTGSF90 incluidos en la familia de
programas BLUPF90. Este estudio permiti6 identificar 25 regiones gendmicas de interés
enlaraza BONy 11 regiones enlaraza SM que explicaron la mayor cantidad de la varianza
en la expresion de las 4 caracteristicas. En estas regiones se encontraron anotaciones
para algunos genes conocidos por su intervencion en procesos reproductivos, productivos
y de adaptacion, entre ellos RPTOR, TM2D1, RAB21 y ACOT13 genes candidatos en la
respuesta fisiolégica al estrés ambiental. SLC6A16, TEAD2, TMEMS50A, NLRP9,
KHDRBS2, CCDCB85A y UBE2C involucrados en la expresidbn de caracteristicas
reproductivas. La determinacion de las huellas de seleccion se realiz6 por el método
variacion del desequilibrio de ligamiento-varLD entre regiones gendémicas. Para todas las
comparaciones fueron incluidas 10 huellas de seleccién en los percentiles 0.01 y 0.1 en
las que se identificaron genes importantes implicados en mecanismos productivos
(CTDSP2, CES1, CFAP161, CLEC14A, HIPK1, RBM4, SSTR), reproductivos (KDMID,
OLFML3) y de adaptacion (ATP23, LRRTM1, SLC6A2, DEK, SYT6, KDMID). Se concluye
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gue los valores bajos a moderados de heredabilidad estimados en el presente estudio
indican influencia genética baja a moderada en la expresion de las caracteristicas
estudiadas, suficientes para ser tenidas en cuenta en los planes de conservacion y
mejoramiento genético de estas dos razas criollas. Las regiones genomicas identificadas
como significativas en el desarrollo del GWAS, explican el control genético de estas sobre
las caracteristicas estudiadas. Las huellas de seleccion identificadas indican influencia de

la seleccién natural o artificial en el potencial adaptativo y productivo de estas dos razas.

Palabras clave: Razas Criollas, Polimorfismo de Nucleédtido Simple (SNP), regiones

gendmicas.

Abstract

In the current study, 58868 single nucleotide polymorphisms (SNPs) obtained from
populations of the germplasm bank of the Colombian Creole Cattle Blanco Orejinegro-BON
and 57482 from Sanmartinero-SM, were used to estimate heritability for the adaptability
indices Coefficient of Adaptability-CA, Heat Tolerance Coefficient-HTC and reproductive
traits, Age at first Calving-AFC and Calving Interval-Cl y perform genome-wide association
study-GWAS for the same characteristics and to determine signatures of selection, genes
and metabolic pathways for adaptability and productive traits. The components of variance
and heritabilities were estimated using the AIREMLF90 (Average Information Restricted
Maximum Likelihood Fortran90) program contained in the BLUPF90 family of programs
(Best Linear Unbiased Predictor Fortran90). The heritabilities in the BON breed for the CA
were 0.06, HTC of 0.16, AFC of 0.07 and CI of 0.14. For the SM breed the heritability of the
CA was 0.10, HTC of 0.11, AFC of 0.20 and of the CI of 0.07. The genomic association
studies were carried out through the Single Step Genomic BLUP (ssGBLUP) methodology
using the PREGSF90 and POSTGSF90 programs included in the BLUPF90 family of
programs. In the analysis, were identified 25 genomic regions of interest in the BON breed
and 11 regions in the SM breed that explained the greatest variance in the expression of
the 4 characteristics of the study. Were identified some candidate genes associated with
the identified regions, some of them known in the regulation of reproductive process and of
adaptation such as RPTOR, TM2D1, RAB21 y ACOT13 candidate genes for physiological
response to environmental stress. SLC6A16, TEAD2, TMEM50A, NLRP9, KHDRBS?2,

CCDCB85A y UBE2C involved in the expression of reproductive traits. Determination of the
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signatures of selection was carried out by the methodology variation in linkage
disequilibrium-varLD between genomic regions. 11 signatures of selection were identified
in the percentiles 0.01 and 0.1 and some genes involved in productive mechanisms
(CTDSP2, CES1, CFAP161, CLEC14A, HIPK1, RBM4, SSTR), reproductive (KDMID,
OLFML31) and adaptation (ATP23, LRRTM1, SLC6A2, DEK, SYT6, KDMID). It is
concluded that low to moderate values of heritability estimated in the current study indicate
low to moderate genetic influence on the expression of the studied traits, sufficient to be
taken into account in the conservation and genetic improvement plans of these two breeds.
Genomic regions identified as significant in GWAS, explain the genetic control on the
studied traits. The identified fingerprints indicate influence of natural or artificial selection

on the adaptive and productive potential of these two breeds.

Keyword: Creole Breeds, Simple Nucleotide Polymorphism (SNP), Genomic

Regions.
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Introduccioén

El ganado bovino criollo colombiano de origen taurino (Bos taurus) es reconocido por su
adaptacion, rusticidad y eficiencia reproductiva, caracteristicas que hacen de este tipo de
ganado un excelente recurso para producir en condiciones tropicales de temperatura
ambiente y humedad relativa altas (Martinez et al. 2012a; Martinez et al. 2012b; Scharf et
al. 2010;). No obstante, estas caracteristicas, el ganado criollo colombiano ha sufrido en
las ultimas décadas una disminucion considerable en su poblacion general, debido quiza
a la subvaloracion de su desempefio productivo con relacién a las razas mejoradas. Esta
circunstancia ha conllevado a la implementacién de programas de conservacion y fomento
de las razas criollas colombianas para evitar ain mas su disminucién y contribuir con la
produccion bovina nacional utilizando estas razas en los diferentes sistemas de produccién

bovina en todo el pais (Vasquez et al. 2007).

El mejoramiento genético es la estrategia mas utilizada para enfrentar la problematica que
vive la ganaderia bovina criolla colombiana la cual se basa en la utilizacion de los nuevos
avances tecnologicos en secuenciacion de alto rendimiento del ADN (Acido
Desoxirribonucleico) e identificacion de variantes alélicas, informacién gendmica que
permite estimar el mérito genético de los animales los cuales se identifican y seleccionan
(Selecciéon Genbmica, GS) como animales superiores para caracteristicas de importancia
econdémica (Hayes et al. 2009a; Meuwissen et al. 2013; Miller, 2010; Schaeffer, 2006), con
esto es posible el progreso genético y la mejora de la productividad y competitividad del
ganado criollo y la mayor participacion de estas razas en los sistemas productivos

nacionales.

La identificacion de variaciones en el ADN de los animales, en especial Polimorfismos de
Nucleotido Simple (SNP) permite explicar las diferencias que existen entre los distintos
fenotipos de interés zootécnico (produccion de leche, fertilidad, entre otros) y por tanto del

desempefio productivo de los animales (Adams, 2008; Eggen, 2012; Fan et al. 2010).



2 Introduccion

Con las nuevas metodologias de identificacion de miles de SNPs distribuidos en todo el
genoma y su genotipado a gran escala, ha sido posible estimar, junto con la informacién
fenotipica y de pedigri, componentes de varianza y con estos la heredabilidad genémica
(De los Campos et al. 2015), realizar analisis de asociacion gendémica (GWAS) (Daetwyler
et al. 2014). También la informacion genomica ha permitido determinar huellas de
seleccion, genes y rutas metabdlicas (Msalya et al. 2017) que intervienen en la regulacion
de la variacién fenotipica de las caracteristicas de interés econémico (Chan et al. 2009;
Goddard and Hayes 2009; Zhang et al. 2012).

Por todos estos antecedentes, en este trabajo de investigacion se plantearon tres objetivos,
el primero es el de estimar la heredabilidad de cuatro importantes caracteristicas utilizando
marcadores moleculares, dos caracteristicas de tolerancia a estrés ambiental, el
Coeficiente de Adaptabilidad (CA) y el Coeficiente de Tolerancia al Calor (HTC) y dos
caracteristicas reproductivas, Edad al Primer Parto (EPP) e Intervalo Entre Partos (IEP),
de las raza criollas colombianas, Blanco Orejinegro (BON) y Sanmartinero (SM); el
segundo objetivo fue realizar estudio de asociacibn gendémica (GWAS) para las
caracteristicas de tolerancia a estrés ambiental, CA y HTC y reproductivas de EPP e IEP
en las razas criollas BON y SM y el tercer objetivo es determinar huellas de seleccion,
genes Yy rutas metabdlicas para caracteristicas reproductivas y de tolerancia a estrés
ambiental en razas criollas BON y SM.



1.1.

1.Capitulol: Marco de Referencia:

Mejoramiento Genético del ganado Bovino

Introduccion

Con la introduccién de los modelos animales mixtos de Henderson en 1976, se
realizaron las primeras predicciones de los valores genéticos o valores de cria
(breeding value, BV) de los bovinos, desde entonces se habla de la metodologia BLUP
(mejor predictor lineal insesgado) que utiliza ecuaciones matriciales que involucra la
matriz del numerador 0 matriz de parentescos o de pedigri (Matriz A) y los registros

fenotipicos de caracteristicas productivas o reproductivas a evaluar (Henderson, 1976).

Los valores genéticos estimados permiten la seleccidon genética de reproductores de
forma mas acertada que utilizando solo los registros fenotipicos y asi mejorar la
ganancia genética anual de caracteristicas de interés (Grossi et al. 2015; Henderson,
1976).

Los nuevos avances tecnoldgicos en genética molecular, que han permitido la
secuenciacion y caracterizacion del ADN, con la identificacion de variantes alélicas,
sobre todo polimorfismos de un solo nucledtido (SNP), (Zhang et al. 2012)
transformaron la seleccion genética tradicional en la selecciobn gendmica, que
igualmente utiliza la metodologia BLUP de Henderson, pero con la inclusién de
ecuaciones matriciales en el modelo animal mixto que involucra la matriz H o matriz
gue integra la matriz de parentesco genémico (G) y la matriz de pedigri o matriz A
(Lourenco et al. 2015), esto con el perfeccionamiento de los métodos estadisticos y de
programas capaces de leer miles de SNP y sus genotipos y construir matrices de miles
de filas y columnas, han permitido estimar componentes insesgados de la varianza y
con ellos valores precisos de la llamada heredabilidad genémica (De Los Campos et
al. 2015) y de las predicciones de los valores de cria, denominados valores de cria

gendmicos (GBV) (Hayes et al. 2009a; Meuwissen et al. 2013; Nicolazzi et al. 2015).

Las estimaciones de los BV utilizando marcadores moleculares tipo SNP, permite

eliminar las asignaciones erradas del pedigri, dando asi estimacion precisa de los
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valores genéticos. Esta metodologia también tiene en cuenta el efecto de sustitucion
alélica de los marcadores lo que mejora las predicciones de los valores genéticos en
los estudios de asociacion genémica GWAS (Hayes et al. 2009a; Hayes and Goddard,
(2001); Rolf et al. 2010).

GWAS ha permitido identificar regiones del genoma y genes que influyen en la
expresion de fenotipos de importancia econémica, con este aporte al conocimiento de
la arquitectura genética se ha podido lograr importantes avances en el mejoramiento
genético (Sharma et al. 2015; Zhang et al. 2012).

1.2 Heredabilidad Gendmica.

Los rasgos productivos en general, son de caracter cuantitativo y complejos, es decir que
son controlados por una gran cantidad de genes con efecto aditivo pequefio (Falconer and
Mackay, 1996). Los rasgos reproductivos, como la edad al primer parto EPP) y el intervalo
entre partos (IEP), hacen parte de este grupo de rasgos complejos en los cuales su
expresion es influida por una pequefia variacion genética aditiva, no aditiva y variaciones
ambientales, lo que hace estas caracteristicas de baja heredabilidad (Berry et al. 2014). Lo
mismo sucede con las caracteristicas de tolerancia al estrés ambiental como el coeficiente
de adaptabilidad (CA) y el coeficiente de tolerancia al calor (HTC), que igualmente
presentan baja heredabilidad (Bejarano et al. 2013).

No obstante, la baja heredabilidad, el andlisis estadistico de grandes cantidades de datos
y la informacién gendémica, permiten mayor precision en el célculo la heredabilidad. Sin
embargo, a corto y mediano plazo, las herramientas gendémicas no sortearan el
requerimiento de grandes cantidades de datos fenotipicos, esto se debe a que la gendmica
no podréa explicar toda la variacién genética aditiva en rasgos de reproduccion (Berry et al.
2014).

Los componentes de varianza para los rasgos reproductivos son especificos para cada
poblacién y dependen de la frecuencia de los alelos en los loci que influyen en el rasgo,
del modo de accién génica, del efecto de sustitucion alélica y de la segregacion de esos
loci. Pero los componentes de varianza también pueden cambiar durante la vida de un

animal en cuanto cambia el rasgo, igualmente cambia la frecuencia alélica en una
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poblacion de acuerdo con el grado de segregacion influenciado por la endogamia,
mutacion, seleccion y migracion (Berry et al. 2014).

Recientemente ha ido en aumento el uso de los métodos de regresion de todo el genoma
(WGR) para el andlisis de estos rasgos complejos y enfermedades. WGR, no es mas que
el modelo animal mixto de regresion lineal propuesto por Henderson, (1976) pero con la
inclusion de la matriz H (Misztal et al. 2009). En genética humana, por ejemplo, estos
métodos son comunmente usados para inferir sobre parametros genéticos, tales como la
cantidad de varianza genética entre individuos o la proporcion de varianza fenotipica que
puede ser explicada por regresion sobre los marcadores moleculares. A la proporcion de
la varianza de un rasgo en estudio en una determinada poblacion, que puede ser explicada
por una regresion lineal sobre un nimero masivo de marcadores, se le denomina

heredabilidad genémica (De Los Campos et al. 2015).

La metodologia de WGR més comunmente usada, es el G-BLUP (Genomic Best Unbiased
Predictor), descrito por Yang et al. (2010) que utilizaron el enfoque de los modelos lineales
mixtos (MLM, mixed linear model) para estimar la heredabilidad gendmica de individuos
con parentesco distante y demostraron que SNPs comunes explicaron el 45% de la
varianza para el peso en humanos, es por lo tanto importante cuantificar la proporcion de
varianza atribuible a todos los SNPs comunes usados en GWAS, definidos en el estudio

de Yang et al. (2010) por el alelo de menor frecuencia MAF > 0.01.

Esta cantidad indica que queda poca heredabilidad, o heredabilidad remanente, para ser
explicada por los SNPs. Cuando existe gran proporcién de heredabilidad remanente puede
indicar desequilibrio de ligamiento (LD) incompleto entre variantes causales y los SNPs
genotipados, como también mas baja frecuencia del segundo alelo (MAF) de variantes

causales que los SNPs explorados en los datos (Yang et al. 2010).

Se han planteado varios problemas en la precision de las estimaciones de la heredabilidad
gendmica, entendido como heredabilidad faltante o remanente, es decir, que la varianza
explicada por los SNPs corresponde solamente a una pequeiia fraccion de la heredabilidad
estimada, uno de ellos es la presencia de un gran nimero de variantes comunes con
pequefio efecto (MAF) que aun no han sido descubiertas, variantes raras de gran efecto

no etiguetadas por SNPs comunes en arreglos de genotipados, variaciones genéticas no
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aditivas, factores epigenéticos y la estructura de la poblacion (Yang et al. 2017). Para
remover cualquier efecto que puede causar cualquier estructura de la poblacion, Hayes,
(2011), propone la aplicacion del modelo WGR.

La cercania familiar entre los individuos de la poblacion de estudio mejora la exactitud de
las estimaciones del método G-BLUP, como lo sugiere Habier et al. (2007), estudio en el
campo de la cria de animales, que conlleva a una mejor estimacion de la heredabilidad

gendmica (De Los Campos et al. 2013).

Existen diferencias entre la heredabilidad estimada utilizando informacién gendmica
(SNPs), y la heredabilidad estimada utilizando informacién genealdgica (pedigri), o
heredabilidad clasica. Ryu and Lee (2014), reportaron heredabilidades gendmicas de 0.58
a 0.76 del peso corporal a diferentes edades en bovinos de carne de Corea (Korean cattle
0 Hanwoo o Bos taurus coreanae) mientras que Kim et al. (2000), reportaron para este
mismo tipo de ganado y la misma caracteristica heredabilidad clasica de 0.18 a 0.49; Davis
and Simmen, (2006) presentaron valores de heredabilidad clasica, para la misma
caracteristica, en bovinos Angus de 0.32 a 0.52 y Lee et al. (1997), en bovinos Simmental
de 0.19 a 0.25. Estos resultados demuestran la mayor precision con la que se estiman los
valores de heredabilidad utilizando informacion gendmica y permite eliminar las falsas
asignaciones del pedigri. También se tiene en cuenta en esta metodologia el efecto de
sustitucion alélica necesarios para estimar con mayor exactitud los valores genéticos
(Hayes et al. 2009a; Hayes and Goddard, (2001); Rolf et al. 2010).

1.3 Estudios de Asociacion Gendmica GWAS

Los estudios de asociacion gendmica-GWAS, utilizan miles de SNPs, informacién
fenotipica y genealdgica, para asociar toda esta informacion e identificar genes o regiones
gendmicas o elementos reguladores gue influyen en la caracteristica a evaluar (MacLeod
et al. 2010; Hayes and Goddard, 2001). Con los GWAS se hace prediccién del efecto de
los SNPs que estadn en LD con mutaciones causales 0 genes que controlan la expresion
de rasgos de interés y con este efecto se estiman los valores genéticos o valores de cria
(GEBV) (Hayes and Goddard, 2001; Hayes and Goddard, 2010; Zhang et al. 2012). Por
esto, la eficacia de esta prediccion depende del nimero de SNPs genotipados, porque a

mayor cantidad de SNPs, menor es la distancia entre ellos, distancia que puede ser de 37
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Kb cuando se utiliza un Chip de genotipado de 50K (Matukumalli et al. 2009) o de 5 a 10
Kb cuando se utiliza Chip de 777K. A menores distancias se incrementa la probabilidad de
detectar la mutacion causal dentro del gen (Hayes et al. 2009a) lo cual garantiza la
cercania entre los SNPs que estan en desequilibrio de ligamiento con las regiones del
genoma que explican una fraccion importante de la varianza del fenotipo de interés
(Dekkers, 2012; Hayes et al. 2009a). Sin embargo, en GWAS para rasgos complejos, como
los reproductivos una gran proporcion de la varianza fenotipica queda inexplicada por los
marcadores y la exactitud de la prediccion (PA, prediction accuracy) es baja (De Los
Campos et al. 2013), sobre todo si son rasgos de baja heredabilidad, influye en gran parte

en el bajo poder del analisis estadistico (Berry et al. 2014).

El bajo poder estadistico es documentado por VanRaden et al. (2011), quienes publicaron
la existencia de haplotipos que tuvieron alta frecuencia en la poblacién (regiones del
genoma con efecto sobre el desempefio reproductivo de la vaca, mas especificamente
muerte embrionaria) pero que no estaban en homocigosis. Los efectos se observaron
Unicamente en individuos emparentados que forman el mismo haplotipo letal. De hecho,
efectos significativos sobre tasa de partos, solo se observaron entre hijas de los mismos
reproductores, confirmando que los haplotipos llevan las mutaciones letales embrionarias
(Fritz et al. 2013; VanRaden et al. 2011).

El método estadistico utilizado para el andlisis es determinante en el reporte de falsas
asociaciones en GWAS (Sharma et al. 2015), los modelos mixtos se han aplicado de
manera exitosa en GWAS (Wang et al. 2012; Wang et al. 2014), y pueden reducir de
manera importante el numero de falsas asociaciones declaradas como significativas
(Sharma et al. 2015).

En la literatura se encuentran reportes de GWAS en busca de genes que controlan la
variacion de rasgos de importancia econémica en el ganado bovino, que incluyen
caracteristicas como produccién y calidad de la leche (Fontanesi et al. 2014; Minozzi et al.
2013; Streit et al. 2013), fertilidad y otras caracteristicas reproductivas (Grossi et al. 2015;
Hawken et al. 2012; HOglund et al. 2014; Hyeong et al. 2014b; McClure et al. 2010; Minozzi
et al. 2013; Sahana et al. 2010), respuesta a enfermedades (Sahana et al. 2013; Sahana
et al. 2014; Spek and Van, 2015; Thompson-Crispi et al. 2014; Tiezzi et al. 2015), consumo

de alimento y eficiencia alimenticia (Lindholm-Perry et al. 2012a; Lindholm-Perry et al.



8 Marco de referencia: Mejoramiento genético del ganado bovino

2012b; Lu et al. 2013a; Rolf et al. 2012; Saatchi et al. 2014a; Sherman et al. 2009),
respuesta a estrés calorico (Dikmen et al. 2013) y rasgos relacionados con crecimiento,
calidad de la carne y caracteristicas de la canal (Bolormaa et al. 2011a; Bolormaa et al.
2011b; Bolormaa et al. 2011c; Buzanskas et al. 2014; Doran et al. 2014; Grossi et al. 2015;
Gutiérrez-Gil et al. 2009; Hyeong et al. 2014a; Kim et al. 2011; Lee et al. 2010b; Lee et al.
2013b; Lemos et al. 2016; Lindholm-Perry et al. 2012a; Lu et al. 2013a; Lu et al. 2013b;
Markey et al. 2012; Martinez et al. 2014; McClure et al. 2010; Nishimura et al. 2012; Pausch
et al. 2011, Peters et al. 2012; Snelling et al. 2010; Utsunomiya et al. 2013; Wu et al. 2014)

entre otras.

Los resultados obtenidos en muchos de estos estudios han permitido mejorar la
comprension de los mecanismos genéticos que regulan rasgos interés econémico en el
ganado, asi como la mejora de los programas de mejoramiento genético en las razas
evaluadas (Sharma et al. 2015), también se ha evidenciado que los GWAS son importantes
para rasgos con baja heredabilidad, pues el conocimiento del control genético de este tipo
de caracteristicas puede mejorar su respuesta a la seleccion (Dikmen et al. 2013).

1.3.1. Uso de GWAS para caracteristicas de adaptacion

La habilidad de ciertos animales para regular la temperatura corporal en periodos de alta
temperatura ambiental es un indicio de la capacidad adaptativa, como lo documentado por
Dikmen et al. (2013) quienes identificaron 5 regiones gendmicas en el cromosoma 24 de
28.0 a 29.0 Mb, que explicaron la mayor proporcién de la varianza de los SNPs de, 0.28%
y 0.10% asociadas a la regulacion de la temperatura rectal en vacas Holstein de altas
producciones de leche mediante GWAS basado en el método Single Step Genomic Best
Linear Unbiased Predictor (ssGBLUP).

Se han descrito varios genes como influyentes en la regulacién de la temperatura corporal
del bovino entre ellos el gen ATP1A1 (gen Na+, K+-ATPasa bovino). La Na+, K+-ATPasa
es especialmente sensible al estrés oxidativo y su funcion es mantener el gradiente
electroquimico de iones Na+ y K+ a través de la citomembrana, que proporciona energia
para la membrana, transporte de metabolitos, iones y nutrientes (Morel et al. 1998).
Regitano et al. (2006) documentaron que el gen ATP1A1 presenta diferentes genotipos

con grado de adaptacion a la complejidad de estas condiciones severas. Olmos et al.
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(2015) presentaron qué polimorfismos del gen ATP1A1 puede utilizarse para la seleccién
de animales mejor adaptados al estrés por calor, por su capacidad para regular el

intercambio de los iones Na+ y K+ de las membranas celulares y la homedstasis celular.

Otros genes que codifican para las enzimas de la familia de las quinasas activadas por
AMPK (AMP-activated protein kinase) se han identificado como sistema de respuesta a
estresores ambientales y nutricionales tales como el estrés calérico que disminuyen la

concentracion de ATP celular (Hardie et al. 1994, citados por McKay et al. 2003).

1.3.2. Uso de GWAS para caracteristicas reproductivas

Estudios de asociacién gendmica en vacas Brahman realizados por Hawken et al. (2012)
para edad a la pubertad (edad en dias cuando aparece el primer cuerpo liteo) e Intervalo
anestro post parto (numero de dias desde el parto a la primera ovulacién post parto),
identificaron regiones del genoma en el cromosoma 14 de 20 a 30 Mb con 169 SNPs
significativos que explicaron el 5.1% de la varianza genética para edad a la pubertad y para
el intervalo anestro post parto, identificaron regiones del genoma en el cromosoma 6 a 118

Mb con 66 SNPs significativos que explicaron el 6% de la varianza.

Contrario a estos resultados, Nayeri et al. (2016) realizaron GWAS para persistencia de la
lactancia, fertilidad de la hembra y longevidad en vacas Holstein de altas producciones de
leche a partir de identificacion de regiones gendmicas asociadas a estas caracteristicas
usando un modelo de regresion lineal mixto con un solo SNP y genotipado de alta densidad
de 777 K. Encontraron que para rasgos de fertilidad tales como edad al primer servicio,
concepcion en vacas desde el primer servicio, tasa de no repeticion del servicio en vacas
y novillas no encontraron asociacion, ellos concluyeron que esta falta de asociacion se
debe a la baja heredabilidad (4 a 5%) de estas caracteristicas y a su alta naturaleza

poligénica.

1.4. Huellas de Seleccién, Genes y Rutas Metabdlicas

Las huellas de seleccién son cambios o variantes en la secuencia del genoma o en una
region especifica que han sido preferencialmente aumentadas en frecuencia y fijadas en

una poblacion por su importancia en procesos especificos (Pérez O’Brien et al. 2014) o
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recientes sin fijar como resultado de la seleccidn artificial o natural. La seleccién natural
puede considerarse de dos tipos: 1. Seleccion positiva que incluye la seleccién adaptativa
Darwiniana y la balanceadora o diversificadora que promueve la diversidad genética. 2.
Seleccion negativa purificadora que disminuye o purga esta diversidad eliminando las
variantes de la poblacion. La seleccion positiva es un mecanismo evolutivo mediante el
cual nuevos mutantes poseen adecuaciones mayores que el promedio de la poblacién, y
las frecuencias de dichos mutantes se incrementan en la siguiente generacion (Futuyma,
1986; Li,1997, citados por Eguiarte et al. 2007). Identificar huellas de seleccidn (regiones
del genoma) y genes que rodean estas regiones, proporciona informacion genética (Util
para establecer programas de seleccibn y mejoramiento genético, cruzamientos,

mejoramiento de las razas y conservacion (Msalya et al. 2017).

Los procedimientos utilizados para la deteccion de sefiales de seleccién implican evaluar
la variabilidad genética entre poblaciones de la misma especie (Pérez O’Brien et al. 2014).
La variacion genética se puede evaluar por diferenciacion entre poblaciones; andlisis de la
reduccion de la variabilidad, extensién de haplotipos (Oleksyk et al. 2010) y dltimamente
por estudio de patrones en la variacion del desequilibrio de ligamiento-varLD entre regiones
del genoma sometidas a procesos selectivos (Pérez O’Brien et al. 2014). Entre los modelos
que analizan los procesos de diferenciacion entre poblaciones esta Fsr propuesto por
Wright, (1943). Fst asume que una poblacién original se ha dividido en subpoblaciones, y
calcula la reduccién de la Heterocigocidad observada en las subpoblaciones, con respecto
a la Heterocigocidad esperada bajo la frecuencia alélica global. Dicho de otro modo, calcula
el cociente entre la variabilidad genética entre subpoblaciones con respecto a la
variabilidad genética total. El andlisis entre pares o conjuntos de poblaciones a lo largo de
todo el genoma proporciona una aproximacion de la distribucion del pardmetro estadistico
bajo la hipétesis nula, que, ademas, considera los procesos evolutivos que hayan afectado
de modo general a cada una de las poblaciones. El indice de fijacién es calculado para
cada SNP y para cada par de poblaciones (Gonzalez et al. 2016; Oleksyk et al. 2010). Una
de las limitaciones de la utilizacion de Fsr es que asume que todas las subpoblaciones
tienen el mismo tamafio efectivo y derivan independientemente de una misma poblacién
ancestral. Esto implica que el estadistico solo puede detectar procesos de seleccion que

operan en sentidos opuestos en las poblaciones (Qanbari and Simianer, 2014).
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Un segundo grupo de procedimientos estd basado en la reduccién de la variacion genética
en zonas especificas del genoma bajo la hipétesis de partida que las regiones del genoma
gue alberguen genes sujetos a procesos de seleccion positiva deberian mostrar una
reduccion de la variabilidad. Los segmentos de homocigocidad ROH (Runs of
Homozigosity) evaltan la reduccion de la variabilidad. RHO identifica regiones del genoma
donde los individuos son homocigotos para todos los polimorfismos contenidos en ella.
El procedimiento se desarrollé inicialmente para cuantificar el grado de consanguinidad,
pero también puede interpretarse como una medida de déficit de Heterocigocidad (He).
Asi, las regiones gendmicas con elevados ROH pueden ser sefales de un proceso
selectivo. Ademas, el tamafio de los segmentos tiene relacion con la antigledad del
proceso selectivo, y, por lo tanto, el método también puede proporcionar informacién al
respecto (McQuillan et al. 2008).

El tercer grupo de procedimientos estudia la extensién de haplotipos. Este fenémeno crea
un patron en el genoma denominado barrido selectivo que provoca una reduccion de la
variabilidad alrededor del locus sometido a seleccién, y conlleva al incremento de la
frecuencia de un determinado haplotipo asociado al alelo seleccionado favorablemente. La
longitud y frecuencia de estos haplotipos dependen de la intensidad del proceso selectivo
y de la frecuencia de recombinacién, de manera que las presencias de haplotipos largos
con alta frecuencia sugieren la presencia de una huella de seleccién reciente, ya que se
interpreta que el alelo seleccionado ha incrementado su frecuencia de manera rapida en
las ultimas generaciones. Por el contrario, la presencia de haplotipos de menor tamafio
sugiere una mayor antigiiedad en la poblacion, ya que han existido mas oportunidades de
romper esa asociacion a lo largo de las generaciones mediante la recombinacion
(Gonzalez et al. 2016). EHH (Extended Haplotype Homozigosity: extension o longitud de
la homocigocidad de los haplotipos) propuesto por Sabeti et al. (2002), iHH (Integrated
Haplotype Homozigosity) iHS: (Integrated Haplotype Score: Integral bajo la curva del
haplotipo) desarrollados por Voight et al. (2006) son los estadisticos utilizados para el
estudio de extension de haplotipos. EHH se interpreta como una medida del desequilibrio
de ligamiento que evalla la extension o longitud de la homocigocidad de los haplotipos
(EHH) asociada a un “Core” definido por uno o varios loci La presencia de un alelo en alta
frecuencia asociada a una EHH alta, se identifica como una sefal de seleccién reciente.

Por el contrario, un alelo en baja frecuencia y una EHH alta, identifica una mutacion
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reciente y una EHH baja esta asociada a una mutacion antigua. (Sabeti et al. 2002, 2006,
2007).

La seleccion positiva o direccionada hacia el mismo alelo indican poca diferenciacion
genética o parentesco cercano entre las razas estudiadas y posiblemente pueden
pertenecer al mismo linaje y ancestria. Igualmente, los bajos niveles de diferenciacion
genética, podria ser el resultado de una separacion reciente de una poblacién ancestral
comun, de endogamia entre ellos y ausencia de una fuerte seleccion artificial Msalya et al.
(2017)

1.4.1. Estudio de patrones de la variacion del desequilibrio de ligamiento-VarLD

Las estrategias metodoldgicas arriba mencionadas para determinar huellas de seleccién
(Sabeti et al. 2002, Voight et al. 2006), estan direccionadas a identificar regiones
gendmicas a partir de SNPs, regiones que se diferencian relativamente del resto del
genomay que son interpretadas por dichos autores como regiones candidatas de seleccion
positiva. Aunque si es cierto que estos SNPs presentan sefiales de asociacion, lo mas
probable es que sean bil6gicamente inactivos, pero seguramente estan en desequilibrio de
ligamiento con algun polimorfismo funcional desconocido (Teo et al. 2009) por lo que es
necesario ir mas alld de solo identificar regiones gendmicas e interpretarlas como
significativas. Teo et al. (2009) proponen explorar la variacion del desequilibrio de
ligamiento (varLD) de estas regiones puesto que, segun estos autores, esta variacion es
bilogicamente significativa. varLD consiste basicamente en explorar las diferencias de los
patrones del LD entre regiones cromosémicas de poblaciones de animales o humanos.
Esta estrategia metodolédgica, utilizada en el presente trabajo de investigacion, de
exploracion de varLD, se convierte en una excelente herramienta para construir mapeo
genético fino de regiones candidatas (huellas de seleccién) asociadas a enfermedades o
a caracteristicas productivas y de adaptacion. Una vez determinadas las sefiales de
seleccién, se pueden determinar igualmente los genes que se encuentran en dichas
regiones a través del uso de las bases de datos de uso publico hechas para tal fin
(Ensembl, GeneCards, Ncbi).
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2.Capitulo 2: Heredabilidad gendtmica para
Indices de Adaptabilidad y Caracteristicas
Reproductivas de las razas bovinas
criollas colombianas Blanco Orejinegro y

Sanmartinero.

2.1 Resumen

El objetivo de este estudio fue estimar la heredabilidad para los indices de adaptabilidad,
Coeficiente de Adaptabilidad (CA) y Coeficiente de Tolerancia al calor (HTC) y variables
reproductivas Edad al Primer Parto (EPP) e Intervalo Entre Partos (IEP) en las razas
criollas colombianas Blanco Orejinegro (BON) y Sanmartinero (SM). Para la estimacion de
los indices de adaptabilidad se utilizaron registros de constantes fisiolégicas de
Temperatura Rectal (TR) y Frecuencia Respiratoria (FR), y registros de temperatura
Ambiente (TA) y Humedad relativa (HR) de los mismos afios, épocas y horarios que se
registraron las constantes fisiologicas, para la estimacion del indice de Temperatura
Humedad (ITH). Para las caracteristicas reproductivas se utilizo la base de datos existente
de EPP e IEP registrados desde los afios de 1980 a 2017. Para el célculo de la
heredabilidad, se estimaron componentes de varianza utilizando el programa AIREMLF90
bajo un modelo mixto uni-caracter, a partir de la informaciéon genealdgica, fenotipica y
gendmica de 1.262 animales BON genotipados y 742 animales SM, para un total de 58868
y 57482 SNPs respectivamente. Los valores de heredabilidad obtenidos en la raza BON
para CAy HTC fueron 0.06 y 0.16 y para EPP e IEP fueron 0.07 y 0.14 respectivamente.
Para la raza SM los valores de heredabilidad para CAy HTC fueron 0.10 y 0.11 y para las
variables EPP e IEP fueron 0.20 y 0.07 respectivamente. Se concluyé que las
heredabilidades obtenidas de los indices de adaptabilidad y de las caracteristicas
reproductivas en ambas razas presentaron magnitud media a baja, indicando el efecto

genético no aditivo y del ambiente en la expresion de estas caracteristicas.
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Palabras Clave: Razas criollas, indices de Adaptabilidad, Variables reproductivas,
heredabilidad.

2.2 Introduccién

Las primeras experiencias de evaluacién gendémica se dieron en el ganado lechero de los
Estados Unidos en 2008 (Wiggans et al. 2011). Desde entonces, estas evaluaciones estan
encaminadas a identificar marcadores moleculares sobre todo SNPs, regiones genémicas
y genes gue estén asociados con la caracteristica de interés en el campo de la produccion
de especies de interés zootécnico. Por ejemplo, Bejarano et al. (2013), identificaron SNPs
con efecto significativo sobre las caracteristicas de adaptabilidad CAy HTC en cuatro razas
criollas colombianas, BON, SM, Costefio con cuernos y Romosinuano y estimaron la
heredabilidad para estas caracteristicas utilizando esta informacion genémica. En otras
razas no se han realizado este tipo de estudios ni en Colombia, como tampoco en otros
paises. Evaluar el aporte de los genes en la expresién de las caracteristicas de
adaptabilidad utilizando la informacién gendmica disponible, resulta valioso para
establecer programas de mejoramiento genético.

El Iberian Heat tolerance Test (HTC) o coeficiente de tolerancia al calor propuesto por
Rhoad, (1944) y modificado por Bianca (1963), y el test de Benezra, (1954) o coeficiente
de adaptabilidad (CA) son indices ampliamente utilizados para medir el grado de tolerancia
al calor en bovinos y otras especies de produccion en ambientes donde la temperatura del
aire y la humedad relativa son altas (Seixas, et al. 2017; Da Silva, et al. 2015; Ramos, et
al. 2012).

El HTC evalla la tolerancia al calor midiendo el valor por el cual la temperatura rectal
excede el valor de 38.3°C. Cuando el valor del HTC es de 100 o cercano a 100, el animal
es mas tolerante al calor (Gaughan et al. 2012). Segun Bianca, (1963), el valor del HTC
disminuye de 94 a 49 a medida que la temperatura ambiente aumenta de 30 a 50°C.
Valores del HTC de 89 a 90 fueron reportados por Rhoad (1944) en vacas Brahman y

valores de HTC de 75 a 87 fueron reportados en vacas Jersey (Gaughan et al. 2012).

A diferencia del HTC que solo incluye la temperatura rectal, el CA relaciona ademas la

frecuencia respiratoria por ser un mecanismo utilizado como disipador del calor que
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presenta el animal en situacion de stress calérico (EC) (Gaughan et al. 2012). Este indice
evalla el grado de adaptabilidad a situaciones medioambientales adversas de temperatura
del aire y humedad relativa altas (Gaughan et al. 2012). Valores del CA de 2 o menores de
2 indica que el animal es muy adaptado (Benezra, 1954).

Para el analisis de los resultados de los indices de adaptabilidad HTC y CA, es necesario
estimar el indice de temperatura y humedad (ITH) en el momento que se toman las
constantes fisiolégicas de TR y FR para la estimacion del HTC y CA, debido a que los
valores de estos indices son influenciados por las variaciones que se presentan en la

temperatura ambiente (TA) y en la humedad relativa (HR) (Gaughan et al. 2012).

El ITH fue propuesto por Thom, (1959) para medir el grado de “discomfort” en humanos,
cuando la TA y la HR adquieren un determinado valor. Desde entonces ha sufrido una
serie de modificaciones para poder ser utilizado en estudios de la influencia del estrés
térmico en la produccién y reproduccion de bovinos y otras especies animales. Nienaber y
Hanh, (2007), por ejemplo, propusieron una escala donde se relacionan valores del ITH
asociado a situaciones en que el animal se encuentra en confort ambiental o en estado de
“discomfort”. Valores del ITH iguales o menores a 74 indican que el animal se encuentra
en estado confortable, mientras que valores mayores el animal se aleja de la zona de
confort y puede sufrir estrés cal6rico. Las razas criollas del presente estudio estan ubicadas
en zonas donde el ITH ha superado histéricamente valores de 80 durante todo el afio que
es un valor de peligro para la sobrevivencia del animal, sin embargo, estos animales han
presentado excelentes indicadores productivos y reproductivos que confirman su
adaptabilidad.

Las variables reproductivas la EPP y el IEP y las variables de adaptabilidad el HTC y el
CA, aunque no guardan correlacion entre ellas, por su importancia en el sistema productivo
bovino, se incluyeron conjuntamente en este estudio. Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo fue estimar la heredabilidad para HTC, CA, IEP y EPP en poblaciones de ganado
BON y SM.

2.3 Materiales y Métodos

Animales y localizacién
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Los bovinos utilizados en este estudio pertenecen al Banco de Germoplasma de la raza
BON y SM, los cuales son majeados por la Corporacion Colombiana de Investigacion
Agropecuaria (Agrosavia). Los animales BON estan ubicados en la estacion experimental
El Nus en San Roque (Antioquia), en un area montafiosa en la region andina, con alturas
gue van desde los 800 hasta los 1.800 msnm con una topografia ondulada y temperaturas
entre los 18 y 24 °C con regimenes de lluvia de caracter bimodal. Los animales SM se
encuentran en la estacion experimental La Libertad en Villavicencio (Meta), en la Orinoquia
colombiana en tierras planas con alturas de 336 msnm en zona de bosque humedo tropical,
con una estacion lluviosa de abril a noviembre y una estacion seca de diciembre a marzo
y temperaturas ambientales que oscilan entre los 27 y 41 °C y humedad relativa de 36 a
87%. Ambas poblaciones BON y SM fueron mantenidas en condiciones de pastoreo semi-

extensivo.

Fuente de los Datos

Para la estimaciéon de los indices de adaptabilidad, CA y HTC, se incluyeron datos de
Temperatura Rectal (TR) y Frecuencia Respiratoria (FR). La TR se midié utilizando
termometro digital veterinario y la FR por conteo directo de los movimientos respiratorios

en los horarios del dia de maxima radiacion solar 12:00 m a 3:30 PM.

Para la estimacién del HTC se utilizé la siguiente formula:

HTC= 100 — [18 x (TR - 38.3)],

donde, 100 es la méaxima eficiencia para mantener la temperatura entre los rangos

normales, 18 es una constante, TR es la temperatura rectal promedio registrada durante

el estudio y 38.3 es la temperatura rectal normal del bovino (Bianca, 1963).
La estimacion del CA se realiz6 utilizando la férmula:
CA = (TR/38.33) +(FR/23.0),
donde TR es la temperatura rectal registrada en el momento del estudio, 38.33 es la

temperatura normal del bovino, FR es la frecuencia respiratoria registrada durante el

estudio y 23.0 es la FR normal del bovino (Benezra, 1954).
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El indice de temperatura-humedad (ITH) fue estimado con datos de temperatura ambiente
(TA) y humedad relativa (HR) registrados durante los mismos afios y hora del dia que se
registraron las constantes fisiol6gicas de TR y FR para ambas razas. Los registros de estas
variables ambientales se tomaron de las bases meteoroldgicas de cada centro
experimental. También se registraron TA y HR utilizando sensores ultralivianos y pequefios
del tamafio de un botén denominados Ibuttom que fueron ubicados directamente en los
potreros donde habitualmente pastorean los animales, programados para medir la TA 'y

HR cada 15 minutos en el horario de 12:00 m a 3:30 pm.

Se estimaron un total de 5579 indices ITH en ambas razas utilizando la siguiente formula:

ITH= 1.8 x TA — (1 — HR/100) X (TA — 14.3) +32

Donde TA es la temperatura ambiente (°C) y HR es la humedad relativa (%) (Valtorta et al.
2000).

Los registros genealdgicos y reproductivos fueron colectados entre 1980 y 2017 en ambas
estaciones experimentales y fueron consolidados en las bases de datos de los bancos de
germoplasma de BON y SM de las cuales se obtuvieron estos registros. Para este estudio,
fueron utilizados 1927 registros de EPP y 5150 de IEP. La informacion genealdgica incluyé

un total de 4 a 6 generaciones en las poblaciones analizadas.

Fueron eliminados registros fenotipicos provenientes de animales de identificacién dudosa
o repetida, con numeros extremos 0 negativos. En la raza BON solo fueron aceptados
rangos de valores de 1.6 - 4.8 para CA, de 27.0 - 183.0 para HTC, de 775 - 1301 dias para
EPP y de 313 -1004 dias para IEP. Para la raza SM se aceptaron rangos de valores de 2.0
- 4.5 para CA, de 70 — 116 para HTC, de 667 - 1501 dias para EPP y de 310 - 919 dias
para |EP.

Informacién gendmica

Las muestras de ADN extraidas a partir de sangre y/o semen, se genotiparon en el
Laboratorio de Gendmica del Centro de investigacion de Agrosavia Tibaitata siguiendo el
protocolo Infinium HD Assay (lllumina Inc., San Diego, CA, USA), al final del proceso para

obtener los genotipos cada chip fue escaneado en un equipo HiScan® y los datos
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generados se analizaron con el software GenomeStudio (Illumina Inc.), que asigna los
genotipos de cada SNP basado en las diferencias de la sefial y la intensidad del color, y
permite realizar una edicion preliminar de los datos en términos de la calidad del
genotipado (Call Rate y Gentrain). Este procedimiento gener6 58868 SNPs (Polimorfismo
de nucledtido Unico) en la raza BON y 57482 en la raza SM, estos SNPs provienen de
1.262 animales genotipados de la raza BON y 742 de la raza SM, Tabla 2-1.

Tabla 2-1. Animales genotipados de las razas BON y SM.

Total
Raza 20KGeneSeek BovineSNP50K | llluminaSNP7K | general
BLANCO
OREJINEGRO 490 643 129 1262
SAN MARTINERO 418 198 126 742

De los 1.262 animales genotipados de la raza BON, 129 animales se genotiparon utilizando
el chip de baja densidad IllluminaSNP7K, 490 animales con el chip 20KGeneSeek y 643
animales con el chip de media densidad BovineSNP50K. De los 742 animales de la raza
SM, 126 se genotiparon con el chip de baja densidad IlluminaSNP7K, 418 animales con el
chip 20KGeneSeek y 198 con el chip de media densidad BovineSNP50K. Los SNPs y sus
genotipos provenientes de los chips de 7K y 20K, fueron imputados al chip de 50K
utilizando el programa Fimpiute (Sargolzaei et al. 2014). Posterior a la imputacion, se
realizé control de calidad (Quality Control-QC) a los 58868 SNPs disponibles de la raza
BON y 57482 en la raza SM, utilizando las opciones para este fin incluidas en la familia de
programas BLUPF90. Fueron excluidos SNPs, si el Call Rate o tasa de llamado era menor
al 90%, si presentaban una desviacién extrema del equilibrio Hardy-Weinberg (P <0,01)
(por ejemplo, SNP en cromosomas autosémicos que presenten ambos genotipos
homocigotos, pero sin heterocigotos), lo mismo para SNP con posicion genémica
desconocida, o0 si estaban ubicados en cromosomas sexuales, también si eran
monomorficos o si la frecuencia del alelo menos comin (MAF) estaba por debajo de 0.03.
Igualmente, se elimind animales que presentaban un Call Rate menor al 90% o con errores
de pedigri o conflictos mendelianos entre parientes. Del resultado de este proceso se
lograron obtener 51283 SNPs polimorficos efectivos ubicados en cromosomas
autosomicos para la raza BON y 49009 SNPs para la raza SM. Como se mencioné
precedentemente, todos estos procesos fueron realizados gracias a las opciones dentro
del programa PREGSF90 de la familia de programas BLUF90. Con PREGF90 se
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construyen la matrix de parentesco genémico (G) y su inversa, la matriz del numerador o
de pedigri de animales genotipados (Az) y su inversa y la matrix H, la cual combina la
informacion gendémica y de pedigri. Estas matrices, (matriz G o su inversa, la matriz A o su
inversa) mas las opciones dentro del programa que estiman las frecuencias alélicas
(OPTION FreqgFilev<file>) y las que construyen el archivo de mapeo de los cromosomas
(OPTION chrinfo <file>) fueron utilizados para realizar el mencionado proceso de control
de calidad de los SNPs (Misztal et al. 2015).

Analisis Estadistico

Se realizé estadistica descriptiva y se estimé la heredabilidad de los indices de
adaptabilidad y de las caracteristicas reproductivas en ambas razas, utilizando la
informacidén gendémica disponible para determinar la proporcion del aporte genético en la

expresion de cada caracteristica.

En el modelo para el andlisis de CA, HTC, EPP e IEP, se incluyeron todos aquellos efectos
fijos que se consideraron tener influencia significativa en cada variable en ambas razas. El
efecto fijo de familia (8 familias en la raza BON y 10 en la raza SM) fue incluido como un
efecto de influencia significativa en las cuatro caracteristicas. Solo para los modelos que
analizaron los indices de adaptabilidad CA y HTC, se incluyo el efecto fijo mes del evento,
en el cual se registraron las constantes fisioldgicas y las variables ambientales, y el indice
Temperatura-Humedad (ITH) y la edad de la vaca al momento del registro de las
constantes fisiologicas y las variables ambientales, como covariables que influyen en la

expresion de estas caracteristicas.

Para el analisis de la EPP, se incluy6 ademas del efecto familia, los efectos fijos de afio y
mes de nacimiento. Para el analisis del IEP se incluyeron, el efecto familia, la edad al parto
y el orden del parto como covariables de influencia significativa en esta caracteristica. Para
las caracteristicas que generan mas de un valor en un mismo animal, CA, HTC y IEP, el
efecto aleatorio del ambiente permanente fue excluido del modelo debido a la sobre
estimacion de la varianza genética aditiva que se evidencio en andlisis previo a la
presentacion de estos resultados (analisis no incluido). La EPP es excluida de este andlisis
porque el animal presenta solo un valor de EPP en toda su vida. El modelo mixto animal

planteado para el analisis de las variables del estudio fue:
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y=XB+Za+e
y = vector n X 1 de observaciones de la caracteristica;

B =vector p x 1 de soluciones para efectos fijos de familia, mes del evento y las covariables
ITH y edad del animal en el momento del registro de las variables ambientales para CA'y
HTC; vector p x 1 de soluciones para efectos fijos de familia, afio y mes de nacimiento para
EPP; vector p x 1 de soluciones para efectos fijos de familia y las covariables, edad al parto

y orden del parto para IEP;

X = matriz de incidencia conocida n x p que asocia 3 con y;
a = vector n x 1 de soluciones para valores genéticos;

Z= matriz de efectos aleatorios que asocia a a con y;

e = vector n x 1 de efecto residual aleatorio peculiar de las observaciones que no se

explican por otras partes del modelo.

Las ecuaciones del modelo animal mixto para las 4 caracteristicas, CA, HTC, EPP e IEP

son las siguientes:

X Xz B Xy

Z'X ZZ +aH! a Zy

Donde H! es la matriz H invertida que integra a las matrices Ay G. La matriz A es la
matriz del numerador de parentesco o de pedigri y la matriz G es la matriz de parentesco
gendmico construida a partir de las frecuencias de los marcadores (Legarra et al. 2009);
X'y Z son las matrices de incidencia mencionadas en el modelo. El termino a es un escalar
que relaciona la varianza del residuo y la varianza genética: a = o%r/0%a (Mrode and
Thompson, 2014).

Para calcular los componentes de varianza y covarianza y a partir de ellos estimar la
heredabilidad (h?), se realiz6 andlisis uni-caracter con el programa AIREMLF90 de la
familia de programas BLUPF90 (Misztal, 1998) haciendo uso del algoritmo de maxima

verosimilitud restringida (REML) y aplicando un modelo animal mixto para cada
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caracteristica del estudio. En este mismo modulo del programa, se reporta la estadistica
descriptiva.
Para el célculo de la heredabilidad (h?) se utiliz6 la formula:

0% = 0% + 0%

02a, componente de varianza genético directo;

o%, componente de varianza fenotipica derivada de las observaciones;
o%r, componente de varianza de residuales (Falconer and McKay, 2006).

2.4. Resultados

Estadistica Descriptiva

Las medias para los indices CA y HTC fueron 2.844.1 y 95.6+7.2 para la raza BON y de
3.74£3.8 y 90.7+£13.1 para la raza SM, respectivamente. Las medias para las EPP y del IEP
fueron 1103+£122.9 y 510.0+159.2 dias para la raza BON y de 1172+157.7 y 466+135.2
dias para la raza SM, respectivamente. Los rangos para cada una de estas caracteristicas

se presentan en la Tabla 2-2.

Tabla 2- 2. Media, deviacion estandar, valores minimos y maximos para indices de
adaptabilidad y caracteristicas reproductivas de las razas BON y SM.

Raza \4 pesv. Min Max Total
Estandar

Coeficiente de BON 2.8 4.1 1.6 4.8 1673
Adaptabilidad SM 3.7 3.8 2.1 4.5 1073
Coeficiente de BON 95.6 7.2 27.0 183.0 1673
Tolerancia al SM 90.7 13.1 70.0 116.2 1073
Calor
Edad al Primer BON 1103 122.9 775 1301 989
Parto SM 1172 157.7 667 1501 970
Intervalo entre BON 510 159.2 313 1004 2270
Partos SM 466 135.2 310 919 2857

Heredabilidad
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Los componentes de (Co) varianza y las heredabilidades de las cuatro caracteristicas del
estudio para la raza BON y SM se presentan en la Tabla 2-3.

Tabla 2-3. Componentes de Varianza, Heredabilidad y desviaciones estandar para los
indices de Adaptabilidad y caracteristicas reproductivas de las razas BON y SM.

Varianza Genética Varianza Varianza

Caracteristica Raza " del - Heredabilidad
Aditiva ' Fenotipica
residual

Coeficiente BON 0.01044 0.15755 0.16799 0.06
de
Adaptabilidad SM 0.022535 0.19712 0.219655 0.10
Coeficiente BON 454 22.38 26.92 0.16
de Tolerancia
al Calor SM 254 19.23 21.77 0.11
Intervalo BON 3785 22883 26668 0.14
entre Partos SM 883.74 16519 17402.7 0.07
Edad al BON 939.9 12261 13200 0.07
Primer Parto g, 4018.9 15604. 19622.9 0.20

Las heredabilidades para la raza BON fueron 0.06 para el CA, 0.16 para el HTC, 0.07 para
la EPP y de 0.14 para el IEP. Las heredabilidades de las cuatro caracteristicas del estudio
para la raza SM fueron de 0.10 para el CA, 0.11 para el HTC, 0.20 para la EPP y de 0.07
para el IEP.

2.5 Discusion

El promedio del CA para la raza BON fue de 2.8 + 4.1y de la raza SM de 3.7 + 3.8, los
cuales indican mejor adaptacion de la raza BON que la raza SM. Resultados mas altos
fueron presentados por Espinoza et al. (2011) en hembras adultas en zona de clima tropical
seco en La Paz México (baja California) con valores de CA = 4.0 para la raza Holstein, de
3.9 para la raza Jersey, de 3.1 para Charolais x Brahman y de 3.0 para vacas criollas
mexicanas, solo estas Ultimas presentaron valores del CA similares a los de la raza BON
colombiana. Estos valores confirman que bovinos Bos taurus como la Holstein y Jersey

presentan poca adaptabilidad a las condiciones climaticas del ecosistema.

En la especie ovina, Da Silva et al. (2015) reportaron valores del CA de 10.17 en machos
cruzados de carne (Dorper x Santa Inés) en zona semiarida del nordeste de Brasil, valor

muy alejado del ideal del indice de <2.
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La media y desviacion estandar del HTC del presente estudio para las razas BON y SM
fueron de 95.6 + 7.2 y 90.7 + 13.1 respectivamente, lo que explica la mejor tolerancia al
calor de la raza BON, donde valores de HTC iguales o cercanos a 100, indican que el
animal es muy adaptado. De Souza et al. (2006) presentaron valores del HTC de 9.83, en
12 novillas de la raza Red Sindhi (Bos indicus, originario de Pakistan) en condiciones de
clima semiéarido de Brasil. La escala utilizada para este indice fue la propuesta por Baccari
Junior (1986), en una escala de 0 a 10, donde valores de 10 o cercanos a 10 indica que el
animal es altamente adaptado. Este valor es de esperarse en ganado tipo Bos indicus
animales muy adaptados al clima tropical, igual se demostré en el presente estudio en la

raza BON, con valores de 95.7, muy cercanos a los de razas indicas.

También en Brasil en condiciones de alta temperatura y humedad, Ramos et al. (2012)
estimaron el HTC en 20 hembras adultas mestizas (Bos taurus x Bos indicus) que
presentaron valores promedios del HTC de 91.0, valor inferior al encontrado en este

estudio en la raza BON y mas cercano al encontrado en la raza SM.

Los efectos fijos que influyeron en la variacion del CAy HTC en el presente estudio fueron
la familia, el mes en el cual se registraron las constantes fisiolégicas, el ITH y la edad del
animal al momento del registro de los datos, como covariables. El componente de varianza
del efecto aleatorio del ambiente permanente fue excluido de estas dos caracteristicas por
afectar severamente el ajuste del modelo, lo que ocasiona cambio de los valores de

varianza aditiva a niveles muy altos.

Las heredabilidades estimadas en el presente estudio en la raza BON para el CA fue de
0.06 y HTC de 0.16. Para la raza SM el CA, h?=0.10y el HTC h*= 0.11, valores bajos de
CA y HTC en ambas razas, con tendencia a moderados los del HTC. en la raza BON
Bejarano et al. (2013) estimaron la h? del CA y HTC en bovinos criollos colombianos
genotipados utilizando SNPs. El CA present6 h?= 0.08 y el HTC h?= 0.09, valores del CA
similares a los del presente estudio, sin embargo, el HTC presento valores mas altos en la
raza BON, indicando la diferencia genética entre razas, con mayor representacion de los

genes en la expresion del HTC en la raza BON.

En otros estudios se han presentado valores de heredabilidad para las constantes

fisiolégicas de Temperatura Corporal (TC) y Frecuencia Respiratoria (FR), valores que
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pueden ser utilizados en la discusion de la h? de los indices CA y HTC, puesto que las
constantes fisiologicas de TC y FR hacen parte de la férmula para el calculo de estos

indices.

Dikmen et al. (2012), estimaron h?= 0.17 de la temperatura rectal que se mantiene normal,
en época de verano, en vacas Holstein en produccién lactea en el estado de Florida,
Estados Unidos, utilizando registros geneal6gicos. Mas tarde, estos mismos autores, en
otro estudio, incluyeron ademas vacas Jersey, reportando heredabilidades de 0.15 para
Holstein y 0.31 para Jersey, heredabilidades consideradas moderadas indicando la
influencia genética en el mantenimiento de la temperatura rectal entre los rangos normales,

permitiendo a estos animales ser productivos aun en condiciones ambientales estresantes.

Morris, et al. (2012), estiman h? = 0.19 de la temperatura rectal en vacas cruzadas
productoras de leche en Nueva Zelanda, en diferentes estaciones del afio, resultado similar
al reportado por Dikmen et. al (2012), indicando una la influencia genética en la expresion

de esta constante fisioldgica.

Segun Rolf, (2015) en su revision de literatura sobre las bases genéticas de la tolerancia
al calor en bovinos, indica que la tolerancia al calor es un rasgo heredable y que la
seleccién genética puede ser utilizada para aumentar la tolerancia al calor. En su revision
presenta valores hallados por otros autores de h? que van de 0.11 hasta 0.68 para la
temperatura corporal y h?de 0.76 a 0.84 para la frecuencia respiratoria.

Garner et al. (2016), presentaron resultados de ciertos genotipos presentes de vacas
Holstein en produccién, bajo condiciones climéaticas adversas en Australia que eran
tolerantes al calor (HT) y otros que eran susceptibles al calor (HS). Indicando que las vacas
con genotipos para tolerancia al calor (HT) presentan mejores producciones de leche que

aguellas con genotipos para la susceptibilidad al calor (HS).

Las medias de la EPP del presente estudio evidenciaron que laraza BON con 1103 +122.9
dias tuvo mejor EPP que la SM con 1172 + 157.7 dias. Similar a este hallazgo, (Rocha et
al. 2012), presentaron EPP de 1104 + 141 dias para la raza BON y (Martinez-Villate, et al.
2009) presentaron resultados de EPP de 985 + 189.8 dias y (Correal and Henao, 2000),
EPP de 1293 dias para la SM. En otros estudios de razas bovinas tipo Bos taurus, en la
raza Holstein, se han encontrado valores inferiores de la EPP de 921 + 204 dias (Salazar
et al. 2013) y de 843 £ 94.8 dias en vacas Holstein de Estados Unidos (Pirlo et al. 2000).
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Las divergencias en estos valores con los presentados en bovinos de zonas tropicales,
sugieren la menor influencia ambiental sobre la caracteristica en zonas templadas, pero
también la raza aporta parte de esta variacion, como los resultados presentados por
Martinez-Villate et al. (2009) donde la raza SM presento EPP inferior a la raza BON y
similar a la EPP de vacas Holstein de zonas templadas. En la raza criolla Romosinuano
Ossaetal. (2007) publico EPP de 1162 + 4.2 dias valor similar al de la raza SM del presente

estudio.

Vergara et al. (2015) presentaron valores medios de la EPP en vacas mestiza Angus X
Brahman del departamento de Cérdoba, de 1155 + 6.0 dias, valores similares a los de la
raza BON presentados por Rocha et al. (2012) y a los de la raza SM del presente estudio,
pero superiores a los de las razas Holstein de zonas templadas y SM presentados por
Martinez-Villate et al. (2009). Do, et al. (2013) reportaron promedios de EPP de 730 a 790
dias en vacas Holstein de Corea, valores muy bajos comparados con los valores

presentados por Pirlo et al. 2000.

La heredabilidad (h?) en el presente estudio para el EPP en las razas BON y SM fueron
0.07 y 0.20, respectivamente. Varios autores han reportado heredabilidades de la EPP,
utilizando solo registros fenotipicos y genealégicos. Vergara et al. (2009), h?= 0.15 en
cruces de BON con Angus y CebU; Rocha et al. (2012), h?= 0.15 en vacas puras de la raza
BON; Martinez-Villate et al. (2009), h?>= 0.34 en hembras puras de la raza SM; Azevedo et
al. (2006), h? = 0.21 en la raza Nellore; Do et al. (2013), h? =0.11 en vacas Holstein
coreanas. Akanno et al. (2015), h?= 0.13, reportaron heredabilidades utilizando ademas
de la informacion fenotipica y genealdgica, informacién gendémica de SNPs de novillas de
carne cruzadas de las razas Hereford, Charolais, Angus en Canada. Estos resultados
indican que la heredabilidad de la EPP estimada a partir de informacion genealédgica o
pedigri o de informacion gendmica, es similar y que los resultados dependen de factores
(raza, ambiente, manejo, etc.) indiferentes a la informacién utilizada. Los valores de la EPP
de magnitud moderada como los presentados por Azevedo et al. (2006), Martinez-Villate
et al. (2009), y los del presente estudio en la raza SM, indican la influencia genética aditiva
suficiente en la expresion de la caracteristica para tener en cuenta en los programas de
mejoramiento genético. Sin embargo, heredabilidades bajas de 0.07, como las del
presente estudio para la EPP de la raza BON, permiten la posibilidad de una buena

respuesta a la seleccion (Martinez-Villate et al. 2009). Cuando las heredabilidades de la
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EPP son muy bajas, como en el estudio de Wasike et al. (2009), h?=0.04 de la raza Boran
(Bos indicus africano), Grossi et al. (2009), h*= 0.02 de la raza Nellore de Brasil y Forni y
Albuquerque (2005) h? = 0.06 en la raza Nellore, no necesariamente indican baja
participacién genética en la expresion de la caracteristica, estos autores expresan que
pudo deberse a practicas de manejo como el ingreso a monta solo hasta los 24 meses de
edad, por lo que estos animales no tuvieron la oportunidad de expresar su potencial
genético para precocidad sexual. Otra opinién la manifiestan Martinez-Villate et al. (2009),
donde muy bajas heredabilidades pueden deberse a la fuerte influencia ambiental sobre la

expresion de esta caracteristica.

El promedio y desviaciones estandar del IEP del presente estudio para las razas BON y
SM fueron de 510 + 162.5 y 466 + 135.2 respectivamente. La raza SM presenta mejores
valores que la raza BON para esta caracteristica. En otros estudios de las mismas razas,
Rocha et al. (2012), IEP = 487 + 147 dias en la raza BON; Martinez-Villate et al. (2009)
IEP =439.42 dias + 92.24; Vergara et al. (2008), IEP = 544 + 97 dias en animales cruzados
BON x Cebu y BON x Angus x Cebu; Correal and Henao, (2000), IEP = de 492 dias para
la raza SM, confirman los mejores valores del IEP para la raza SM. Para otra raza criolla
colombiana como la Romosinuano, Ossa et al. (2007) reportaron valores del IEP de 433 +
139 dias, similares a los de la raza SM, indicando que la raza SM no obstante esta
establecida en zona de tierra caliente de altisimas temperaturas ambientales y humedad
relativa, manifiesta excelente comportamiento reproductivo a diferencia de la raza BON

que, establecida en mejor zona climética de confort, tiene menor desempefio reproductivo.

Las heredabilidades del presente estudio para el IEP en las razas BON y SM fueron de
0.14 y 0.07 respectivamente. Esto indica que la expresion del IEP en la raza BON es de
mayor participacion genética que en la raza SM, la baja heredabilidad de esta caracteristica
en la SM, puede estar influenciada por otros factores diferentes a los genéticos, (ambiente,
manejo, nutricion). Rocha et. al (2012), reportaron h? = 0.13 del IEP en la raza BON;
Vergara et al. (2008), h?= 0.15 en animales mestizos BON x Angus y BON x Cebu; y
Martinez-Villate et al. (2009), h?= 0.09 en la raza SM. En otras razas de bovinos, Berry et
al. (2014), h? = 0.03 de razas Bos taurus de carne y h?> = 0.03 en vacas Holstein;
Magnabosco et al. (2016), h?= 0.05 en vacas Nellore; Brzakova et al. (2016), h?= 0.1 en
vacas de carne puras y cruzadas de la Republica Checa. Estos ultimos valores muy

similares a los de la raza SM.
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Valores muy bajos de del IEP, h?=0.01, fueron reportados por Van der Westhuizen et al.
(2001) en bovinos africanos de carne multirraciales y de 0.08 por Yague et al. (2009) en la
raza de carne, Rubia Gallega. Valores aiin mas bajos de h’del IEP de cero para todos los
IEP analizados, fueron reportados por Wasike et al. (2009) en la raza Boran africana (Bos
indicus). Esto indica la fuerte predominancia ambiental en la expresion de la caracteristica
con influencia nula del componente aditivo directo. Resultados de heredabilidades muy
bajas, “no permite la implementacion de programas de mejoramiento genético en este
sentido por lo tanto la seleccién no seria eficaz por lo que la estrategia de mejoramiento
estaria direccionada a modificar los sistemas de manejo, nutriciébn y reproduccion y de
introducir cruces para explotar los efectos no aditivos (heterosis o vigor hibrido)” (Martinez-
Villate et al. 2009).

2.6 Conclusiones

Los valores de heredabilidad para el indice de adaptabilidad CA fueron bajos en ambas
razas gue indican fuerte influencia ambiental y poco control genético sobre la expresiéon de
esta caracteristica, por el contrario, la heredabilidad de HTC se presentd con valores mas
altos con tendencia a moderados en ambas razas, que indica mayor control genético en la
expresion de esta caracteristica. Los valores de heredabilidad para las caracteristicas
reproductivas EPP e IEP presentaron igual patron de variaciébn en ambas razas, valores
mas altos en EPP y mas bajos en IEP, esto indica la mayor influencia genética aditiva en
la expresion de la EPP y menor en IEP, variacion que debe ser tenida en cuenta en los
programas de conservacidbn y mejoramiento genético para estas caracteristicas

reproductivas.
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3.Capitulo 3: Estudio de Asociacion
Genomica para indices de Adaptabilidad y
Caracteristicas Reproductivas de las razas
bovinas criollas colombianas Blanco

Orejinegro y Sanmartinero

3.1 Resumen

El objetivo de este estudio fue realizar GWAS para dos indices de adaptabilidad,
coeficiente de adaptacién-CA y coeficiente de tolerancia al calor-HTC y para dos
caracteristicas reproductivas, edad al primer parto-EPP e intervalo entre partos-IEP, a
partir de la informacion genémica disponible de 58868 polimorfismos de nucleétido Gnico-
SNP, obtenida de dos poblaciones de bovinos criollos colombianos, Blanco Orejinegro-
BON y Sanmartinero-SM, utilizando la metodologia single-step-genomic-BLUP
(ssGBLUP). El andlisis de asociacion permiti6 identificar 25 regiones gendmicas de interés
para las cuatro caracteristicas en la raza BON y 11 regiones para la raza SM. En estas
regiones se identificaron genes involucrados en la regulacién de la expresion de las
caracteristicas de adaptabilidad y reproductivas, entre ellos RPTOR, TM2D1, RAB21 y
ACOT13 genes candidatos en la respuesta fisiologica al estrés ambiental. SLC6A16,
TEAD2, TMEM50A, NLRP9, KHDRBS2, CCDC85A y UBE2C involucrados en la expresion
de caracteristicas reproductivas. Los resultados de este estudio demuestran asociacion
estadistica robusta entre regiones genémicas y expresion de las cuatro caracteristicas del
estudio, indicando el control genético sobre estas y el alto potencial adaptativo y productivo

de estas dos razas criollas.

Palabras clave: Razas Criollas, SNPs, indices de adaptabilidad, regiones genémicas.
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3.2 Introduccidn

Los estudios de asociacibn gendmica GWAS han sido ampliamente utilizados como
procedimiento metodolégico robusto en la identificacion de regiones del genoma y genes
gue influyen en la expresién de caracteristicas de interés (Hayes and Goddard, 2001;
Hayes, 2011; Nicolazzi et al. 2015) atiles en la implementacion de programas de
mejoramiento genético (Costa et al. 2015). Las caracteristicas de interés en bovinos mas
estudiadas en GWAS tienen relaciébn con la produccion de leche, crecimiento y
reproduccion (Berry et al. 2013), pero pocos estudios de GWAS se han publicado sobre
caracteristicas de adaptacion en bovinos. A este respecto Bejarano et al. (2013),
publicaron resultados de GWAS para caracteristicas CA y el HTC en 4 razas criollas
colombianas entre ellas la BON y SM, reportaron regiones gendémicas y SNPs con efecto
significativo sobre el HTC en los cromosomas 1, 12, 25y 28 y en los cromosomas 9, 11,
15 y 19 para CA, por lo tanto, es probable que en estos cromosomas estén ubicado un
QTL (Quantitative Trait loci) relacionado con tolerancia al calor. Dikmen et al. (2013)
reportd regiones gendémicas y genes que ejercen control sobre la temperatura rectal de
bovinos productores de leche en situaciones ambientales estresantes. Identificaron
regiones asociadas con temperatura rectal con alta proporcién de varianza genética
(0.44%) explicada por SNPs ubicados en BTA24, igualmente reportaron SNPs
significativos asociados con temperatura rectal en los cromosomas 4, 5, 16 y 26. Con
relacibn a las caracteristicas reproductivas Hawken et al. (2012) reportaron SNPs
significativos asociados con edad a la pubertad, intervalo parto-ovulaciéon post parto y

primera ovulacion post parto, ubicados en los cromosomas 5, 14 y 16.

Los bovinos criollos colombianos por ser un excelente recurso genético local influyente en
los sistemas de produccion bovina colombianos, son incluidos en los programas
gubernamentales de conservacién y fomento que incluyen constantes evaluaciones
genéticas con el fin de seleccionar los mejores animales, hembras y machos
reproductores, que seran apareados entre animales de la misma raza o con razas fordneas
para mejorar los niveles productivos y asi contribuir con el ingreso pecuario nacional
(Correal and Henao, 2000).

Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue realizar GWAS para cada una de las

caracteristicas de adaptabilidad, CAy HTC y para las caracteristicas reproductivas de EPP
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e IEP de las dos razas bovinas colombianas BON y SM, buscando identificar regiones del
genoma que expliguen una parte importante de la varianza genética asociada a estas
caracteristicas y su posible relacion con genes candidatos que puedan participar en su

expresion.
3.3 Materiales y Métodos

Animales y localizacion

Los bovinos utilizados en este estudio pertenecen al Banco de Germoplasma de la raza
BON y SM, los cuales son majeados por la Corporacion Colombiana de Investigacion
Agropecuaria (Agrosavia). Los animales BON estan ubicados en la estacion experimental
El Nus en San Roque (Antioquia), en un area montafiosa en la region andina, con alturas
gue van desde los 800 hasta los 1.800 msnm con una topografia ondulada y temperaturas
entre los 18 y 24 °C con regimenes de lluvia de caracter bimodal. Los animales SM estan
en la estacién experimental La Libertad en Villavicencio (Meta), en la Orinoquia colombiana
en tierras planas con alturas de 336 msnm en zona de bosque humedo tropical, con una
estacion lluviosa de abril a noviembre y una estacion seca de diciembre a marzo y
temperaturas ambientales que oscilan entre los 27 y 41 °C y humedad relativa de 36 a
87%. Ambas poblaciones BON y SM fueron mantenidas en condiciones de pastoreo semi-

extensivo.

Fuente de los Datos

Para la estimacién de los indices de adaptabilidad, CA y HTC, se incluyeron datos de
Temperatura Rectal (TR) y Frecuencia Respiratoria (FR). La TR se midié utilizando
termometro digital veterinario y la FR por conteo directo de los movimientos respiratorios
en los horarios del dia de méxima radiacion solar 12:00 m a 3:30 PM.

Para la estimacién del HTC se utilizé la siguiente formula:
HTC= 100 — [18 x (TR — 38.3)],
donde, 100 es la méaxima eficiencia para mantener la temperatura entre los rangos

normales, 18 es una constante, TR es la temperatura rectal promedio registrada durante

el estudio y 38.3 es la temperatura rectal normal del bovino (Bianca, 1963).
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La estimacion del CA se realizé utilizando la féormula:

CA = (TR/38.33) +(FR/23.0),

donde TR es la temperatura rectal registrada en el momento del estudio, 38.33 es la
temperatura normal del bovino, FR es la frecuencia respiratoria registrada durante el

estudio y 23.0 es la FR normal del bovino (Benezra, 1954).

El indice de temperatura-humedad (ITH) fue estimado con datos de temperatura ambiente
(TA) y humedad relativa (HR) registrados durante los mismos afios y hora del dia que se
registraron las constantes fisiol6gicas de TR y FR para ambas razas. Los registros de estas
variables ambientales se tomaron de las bases meteoroldgicas de cada centro
experimental. También se registraron TAy HR utilizando sensores ultralivianos y pequefios
del tamafio de un botén denominados Ibuttom que fueron ubicados directamente en los
potreros donde habitualmente pastorean los animales, programados para medir la TA 'y

HR cada 15 minutos en el horario de 12:00 m a 3:30 pm.

Se estimaron un total de 5579 indices ITH en ambas razas utilizando la siguiente formula:

ITH= 1.8 x TA — (1 — HR/100) X (TA — 14.3) +32

Donde TA es la temperatura ambiente (°C) y HR es la humedad relativa (%) (Valtorta et al.
2000).

Los registros genealdgicos y reproductivos fueron colectados entre 1980 y 2017 en ambas
estaciones experimentales y fueron consolidados en las bases de datos de los bancos de
germoplasma de BON y SM de las cuales se obtuvieron estos registros. Para este estudio,
fueron utilizados 1927 registros de EPP y 5150 de IEP. La informacién genealégica incluyé

un total de 4 a 6 generaciones en las poblaciones analizadas.

El procedimiento para registros fenotipicos de animales de identificacibn dudosa o
repetida, con ndmeros extremos o0 negativos se realiz6 como referenciado en la

metodologia del capitulo anterior.
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Informacién Gendomica

Las muestras de ADN extraidas a partir de sangre y/o semen, se genotiparon en el
Laboratorio de Genémica del Centro de investigacion de Agrosavia Tibaitata siguiendo el
protocolo Infinium HD Assay (lllumina Inc., San Diego, CA, USA), al final del proceso para
obtener los genotipos cada chip fue escaneado en un equipo HiScan® y los datos
generados se analizaron con el software GenomeStudio (lllumina Inc.), que asigna los
genotipos de cada SNP basado en las diferencias de la sefial y la intensidad del color, y
permite realizar una edicién preliminar de los datos en términos de la calidad del
genotipado (Call Rate y Gentrain). Este procedimiento generd 58868 SNPs (Polimorfismo
de nucleétido Unico) en la raza BON y 57482 en la SM. Estos SNPs provienen de 1.262
animales genotipados de la raza BON y 742 de la raza SM, Tabla 3-1.

Tabla 3-1. Animales genotipados de las razas BON y SM.

Total
Raza 20KGeneSeek BovineSNP50K | llluminaSNP7K | general
BLANCO
OREJINEGRO 490 643 129 1262
SAN MARTINERO 418 198 126 742

De los 1262 animales genotipados de la raza BON, 129 animales se genotiparon utilizando
el chip de baja densidad llluminaSNP7K, 490 animales con el chip 20KGeneSeek y 643
animales con el chip de media densidad BovineSNP50K. De los 742 animales de la raza
SM, 126 se genotiparon con el chip de baja densidad IlluminaSNP7K, 418 animales con el
chip 20KGeneSeek y 198 con el chip de media densidad BovineSNP50K. Los SNPs y sus
genotipos provenientes de los chips de 7K y 20K, fueron imputados al chip de 50K
utilizando el programa Fimpiute (Sargolzaei et al. 2014). Posterior a la imputacion, se
realiz6 control de calidad (Quality Control-QC) a los 58868 y 57482 SNPs disponibles,
utilizando las opciones para este fin incluidas en la familia de programas BLUPF90. Fueron
excluidos SNPs, si el Call Rate o tasa de llamado era menor al 90%, si presentaban una
desviacién extrema del equilibrio Hardy-Weinberg (P <0,01) (por ejemplo, SNP en
cromosomas autosémicos que presenten ambos genotipos homocigotos, pero sin
heterocigotos), o mismo para SNP con posicion gendémica desconocida, o si estaban
ubicados en cromosomas sexuales, también si eran monomorficos o si la frecuencia del

alelo menos comun (MAF) estaba por debajo de 0.03. Igualmente, se eliminé animales que
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presentaban un Call Rate menor al 90% o con errores de pedigri o conflictos mendelianos
entre parientes. Del resultado de este proceso se lograron obtener 51283 SNPs
polimorficos efectivos ubicados en cromosomas autosémicos para la raza BON y 49009
SNPs para la raza SM. Como se mencion6 precedentemente, todos estos procesos fueron
realizados gracias a las opciones dentro del programa PREGSF90 de la familia de
programas BLUF90. Con PREGF90 se construyen la matrix de parentesco genémico (G)
y su inversa, la matriz del numerador o de pedigri de animales genotipados (Az) y su
inversay la matrix H, la cual combina la informacién gendmica y de pedigri. Estas matrices,
(matriz G o su inversa, la matriz A o su inversa) mas las opciones dentro del programa que
estiman las frecuencias alélicas (OPTION FregFilev<file>) y las que construyen el archivo
de mapeo de los cromosomas (OPTION chrinfo <file>) fueron utilizados para realizar el

mencionado proceso de control de calidad de los SNPs (Misztal et al. 2014).

Modelo y computacion

El andlisis de asociacién se realizé siguiendo la metodologia de Single-step genomic
Association Study (ssGWAS), enfoque propuesto por Wang et al. (2012), basado en el
método de single-step genomic-BLUP (ssGBLUP) (Aguilar et al. 2010; Misztal et al. 2013).
Esta metodologia ha sido empleada para GWAS por Dikmen et al. (2013), Wang et al.
(2014), Fragomeni et al. (2014), Howard et al. (2015), Tiezzi et al. (2015) y Lemos et al.
(2016). En ssGWAS los valores genomicos de cria (GEBVs) estimados a partir de la
informacion gendmica, fenotipica y de pedigri, se utilizan para estimar el efecto de
sustitucion alélica y la varianza explicada por los marcadores incluidos en el analisis (SNP).
La ventaja teérica de este método es que permite incluir en el andlisis informacién de
animales genotipados y no genotipados, y se puede utilizar para cualquier modelo que
permita obtener estimaciones BLUP de los valores genéticos (Wang et al. 2012; Wang et
al. 2014).

El grado de asociacién entre los marcadores y las caracteristicas evaluadas, se determin6
por la metodologia de ssGWAS (Wang et al. 2012), basada en el método de single-step
genomic-BLUP (ssGBLUP) desarrollado por Aguilar y Misztal. En esta metodologia, a
diferencia de las metodologias tradicionales de asociacién no se usa los valores de P-
values para declarar regiones como significativas, en su lugar se utilizé la proporciéon de

varianza genética explicada por cada marcador o por ventanas de marcadores contiguos
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(Wang et al. 2012). Algunos autores han sugerido que los P-values son dificiles de definir
y comparar usando pruebas de hipétesis clasicas basadas en estimadores reducidos tales
como los valores gendmicos de cria (GEBV) (Servin and Stephens, 2007; Dikmen et al.
2013), estudios recientes también han encontrado que los métodos tradicionales de GWAS
(P-values) a menudo producen un gran numero (por ejemplo, cientos) de efectos
significativos, la mayoria de los cuales no pueden ser validados en estudios posteriores
(loannidis, 2013).

Single-step genomic association study (ssGWAS).

Segun Wang et al. (2012) el método de ssGWAS incluye la matriz H esta matriz esta
integrada por la matriz de parentesco del numerador o de pedigri (matriz A) y la matriz G
o de parentesco genémico (Aguilar et al. 2010), este método considera la varianza genética
aditiva del parentesco entre los individuos y la informacién genémica dentro de la matriz H
(Legarra et al. 2009; Aguilar et al. 2010). Como visto, las matrices utilizadas en ecuaciones
de modelos mixtos gendémicos para evaluacion genémica son las matrices A, G y H, con
las cuales se obtiene convergencia en las estimaciones cuando los datos son de tamafio
medio, hasta un millébn. Sin embargo, si el conjunto de datos supera esta cantidad,
entonces es necesario utilizar estas matrices pero invertidas lo cual simplifica grandemente
el procesamiento de los datos (Aguilar et al. 2010). La inversa de la matriz H se construye
combinando la inversa de la matriz genémica derivada de los SNP (G) con la inversa de la

matriz de parentesco del numerador derivada del pedigri (A), tal como sigue:

0 0
=1 _ 41
U =ATE o G—1—An7!
donde A es la inversa de la matriz de parentesco del numerador para los animales
genotipados y G es una matriz de relaciones gendmicas. La matriz G se construyo
ponderando la contribucién de cada marcador por su varianza esperada, de acuerdo con

la metodologia descrita por VanRaden (2008), con:

G=zDzZ’
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Donde Z es la matriz de incidencia de los marcadores que contiene los genotipos
recodificados (0, 1 0 2), corregida por la frecuencia de los alelos, D es una matriz diagonal

cuyos elementos contienen la inversa de la varianza esperada de los marcadores:

1
Dii=

m[2pi(1-pi]],

m es el nimero de marcadores, pi es la frecuencia del segundo alelo.
La matriz H! fue sustituida en la ecuaciéon del modelo mixto.
Calculos

El modelo mixto animal planteado para el analisis de las 4 variables del estudio CA, HTC,
EPP e IEP fue:
y=XB+Za+e

y = vector n x 1 de observaciones de la caracteristica;

BB =vector p x 1 de soluciones para efectos fijos de familia, mes del evento y las covariables
ITH y edad del animal en el momento del registro de las variables ambientales para CAy
HTC; vector p x 1 de soluciones para efectos fijos de familia, afio y mes de nacimiento para
EPP; vector p x 1 de soluciones para efectos fijos de familia y las covariables, edad al parto

y orden del parto para IEP;
X = matriz de incidencia conocida n x p que asocia 3 cony;

a = vector n x 1 de efecto poligénico aleatorio del animal con ~N (0, Ho?a), donde H

representa la matriz de relacion aditiva que combina el pedigri y la informacién genémica,
Z= matriz incidencia del efecto aditivo aleatorio del animal que asocia a a con y;

e = vector n x 1 de efecto residual aleatorio peculiar de las observaciones que no se
explican por otras partes del modelo con ~N (0, lo%). La estructura varianza-covarianza de
los efectos genéticos aditivos sera Var(animal) = Ho?%q, donde H es una matriz de
relaciones gendmicas aditivas entre los individuos construida a partir de la informacién de

los SNP junto con el pedigri y 02, es la varianza genética aditiva.
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Las ecuaciones del modelo animal mixto para las 4 caracteristicas, CA, HTC, EPP e IEP

son las siguientes:

X Xz 8 Xy

ZX ZZ +aH! || & Zy

donde H? es la matriz H invertida que integra a las matrices Aty G1;

Xy Z son las matrices de incidencia mencionadas en el modelo. El termino a es un escalar
gue relaciona la varianza del residuo y la varianza genética: a = oz/0%A (Mrode and
Thompson, 2014).

Para calcular los componentes de varianza y covarianza se realizé analisis uni-caracter
con el programa AIREMLF90 de la familia de programas BLUPF90 (Misztal, 1998)
haciendo uso del algoritmo de maxima verosimilitud restringida (REML) (Thompson and
Mantysaari, 1999) y aplicando un modelo animal mixto para cada caracteristica del estudio.
En este mismo modulo del programa, se reporta la estadistica descriptiva. Luego para
estimar las soluciones de los efectos fijos y aleatorios (GEBV) se corrié un single-step
genomic BLUP (ssGBLUP) incluidos en el software BLUPF90 (Misztal et al. 2009; Aguilar
et al. 2010).

BLUPF90 es una coleccién de programas basados en Fortran 90/95 disefiados para
realizar célculos de modelos mixtos en mejoramiento animal, que incluye los programas
PREGSF90 y POSTGSF90. PREGSF90 puede utilizarse para pre-procesar los datos del
genotipado antes de la aplicacién de la metodologia de single-step (generar matriz de
relaciones gendmicas) (Legarra et al. 2009; Misztal et al. 2009), mientras que POSTGSF90
calcula y grafica el efecto de los SNP, como se describe en Wang et al. (2012). En este
estudio se us6 PREGSF90 y POSTGSF90 para realizar los analisis de ssGWAS para cada
caracteristica, siguiendo la metodologia descrita por Wang et al. (2012), para lo cual, los
valores genéticos (EBV) de los animales genotipados (GEBV) fueron convertidos a efectos
de SNP vy la significancia del efecto de cada SNP fue refinada de manera iterativa,
siguiendo el procedimiento del escenario 1 descrito en Wang et al. (2012). La ecuacién
para predecir los efectos de los SNPs utilizando la matriz de relaciones gendémicas

ponderada, fue:
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u=DZ'[ZDZ' 1 'dyg,

u es el vector de efectos de marcadores SNP estimados, D es una matriz diagonal de
significancia para las varianzas de efectos de SNP, Z es una matriz relacionada con los
genotipos de cada locus para cada individuo, y dg es el efecto genético aditivo para los
animales con genotipo. La varianza individual para el efecto de cada SNP (la misma que
en D) fue estimada como:

o 2u,i=% 2pi(1-pi),

u?; es el cuadrado del efecto del i-ésimo SNP, p: es la frecuencia alélica observada para el
segundo alelo del i-ésimo marcador en la poblacion actual. Cuando se utilizan ventanas
de n SNPs adyacentes, como en este estudio; la varianza que se le atribuye a estas se

calcula sumando la varianza de los n SNPs adyacentes, para cada SNP.
Varianza genética explicada

El porcentaje de varianza genética explica por la i-ésima region fue calculada de la

siguiente manera:

Var (a;) Var %=1 Zj i)
x100% = x 100%
Oa o5

ia

a; es el valor genético de la i-ésima regién que consiste en n SNPs contiguos, a%a es la

varianza genética total, Z; es un vector del contenido de genes del j-ésimo SNP para todos
los individuos, y 0j es el efecto de marcador del j-ésimo SNP dentro de la i-ésima region
(Wang et al. 2012). Los archivos de soluciones para los SNP que indican el efecto de
sustitucién alélica y la varianza explicada por cada ventana de 4 SNPs contiguos fueron
utilizados para construir graficas Manhattan Plot usando el programa POSTGSF90. Para
el andlisis de las regiones significativas y su efecto sobre las caracteristicas de estudio, se

establecio el umbral de gVar% = 0.13 para ambas razas.

Analisis funcional de los genes identificados
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Las regiones circundantes a los SNPs que resultaron significativos fueron inspeccionadas
para la identificacion de posibles QTLs y genes candidatos ubicados dentro o en los
alrededores de cada region de interés a una distancia de 1 Mb, usando bases de datos de
dominio publico como genoma National Center for Biotechnology Information (NCBI 2019)
y Ensembl Genome Browser (Ensembl 2019). El analisis funcional de los genes mapeados
se realiz6 por medio del sitio web UniProt (2019) y de GeneCards® (2019), que se usaron
para verificar la informacion funcional de los genes. Cuando no se encontré informacion
disponible para genes, se us6 anotaciones de genes ortélogos en humanos, ratas o
ratones para proceder con el analisis funcional in-silico, que permitié definir una lista de

genes localizados dentro o en las proximidades de las regiones de interés.

3.4. Resultados

La estadistica descriptiva de la media, desviaciéon estandar, minimos y méaximos para las
caracteristicas CA, HTC, EPP y IEP en las razas BON y SM se resume en la Tabla 2-2 del

capitulo anterior.

El reporte de las regiones significativas para las 4 caracteristicas evaluadas, se presenta
en la tabla 3-2. Para efecto de la identificacion de QTL o regiones genémicas asociadas
con las caracteristicas de estudio, se defini6 un umbral de acuerdo con la gVar (%)
explicada por las ventanas de 4-SNP adyacentes, aceptando como regiones con efecto

importante aquellas con una gVar (%) = 0.13 para ambas razas.

Tabla 3-2. Regiones de 4 SNP adyacentes obtenidas en el GWAS para las cuatro
caracteristicas evaluadas en las razas BON y SM.

Rasgo Raza gieg%iii‘)igfivasl %gVar?
Coeficiente BON 6 1.17
de

Adaptabilidad SM 2 0.27
Coeficiente BON 6 0.95

de Tolerancia
al Calor SM 0.0 0.00
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Edad al BON 6 0.96
Primer Parto SM 6 0.87
Intervalo BON 7 1.12
entre Partos SM 3 0.44

!Cantidad de Regiones significativas para cada caracteristica que explican una proporcion de la gVar 2Proporcion de gvar
explicada por las regiones significativas.

Para la caracteristica de adaptacion CA en la raza BON se identificaron 6 regiones que en
su conjunto explicaron el 1.17% de la gVar (Tabla 3-2) ubicadas en los cromosomas 3, 5,
7, 8,9y 27. En la figura 3-1 se observan los SNPs identificados en estas regiones. Solo

en los cromosomas 3 y 5 se encontraron anotaciones para genes.

En el cromosoma 3 se identific6 una regién (Tabla 3-3) en la cual se encontré anotaciones
para el gen GIPC2 (PDZ domain-containing protein GIPC2), gen no bien caracterizado en
bovinos. En humanos se presume actta a nivel de sistema inmune (Uniprot, 2019). En
esta region se identificé el SNP BTA-110572-no-rs, posiblemente este asociado al gen
GIPC2 (Figura 3-2; Tabla 3-3).

Figura 3-1. Manhattan plots del genome-wide association study (GWAS) para el
Coeficiente de adaptabilidad-CA raza BON.
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El eje-X representa los cromosomas (29 autosomas) con diferentes colores (cada circulo en el cromosoma es un SNP) y
sus respectivas regiones en Mb, y el eje-Y muestra la proporcion de varianza genética explicada por ventanas de 4 SNP
adyacentes para la caracteristica CA raza BON.

Figura 3-2.Localizacién de la region identificada en el cromosoma 3 para la caracteristica
CA en laraza BON.
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La regién identificada enmarcada en el rectangulo rojo presenta anotaciones para el gen GIPC2 indicando que esta regién

y los SNPs dentro de ella posiblemente estén asociados a este gen.

En la region del cromosoma 5 se identificaron los genes TMEM19 (Transmembrane protein
19) no caracterizado en bovinos, en humanos ha sido reportado que actua activamente en
la patologia de labio leporino (Yu et al. 2017) y RAB21 (Ras-related protein Rab-21) de
actividad GTPasa implicado en la adhesion celular, en la traduccién de sefiales y en el
crecimiento de neuronas (Langemeyer et al. 2018) (Figura 3-3). En esta region se identificd

el SNP BovineHD0500000347 posiblemente asociado con estos dos genes.

Figura 3-3. Localizacion de la region identificada en el cromosoma 5 para la caracteristica
CA en laraza BON
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La region identificada enmarcada en el rectangulo rojo presenta anotaciones para los genes TMEM19 Y RAB21 indicando
que esta region y los SNPs dentro de ella estan posiblemente asociados a estos genes.
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Para la caracteristica de adaptacion, CA, en la raza SM se identificaron dos regiones una
region en BTA3 y una en BTA19 que en su conjunto explicaron el 0.27% de la gVar (Tabla
3-2). En la figura 3-2 se observan los SNPs identificados en estas regiones.

Figura 3-4. Manhattan plots del genome-wide association study (GWAS) para el
Coeficiente de adaptabilidad-CA raza SM.
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El eje-X representa los cromosomas (29 autosomas) con diferentes colores (cada circulo en el cromosoma es un SNP) y
sus respectivas regiones en Mb, y el eje-Y muestra la proporcion de varianza genética explicada por ventanas de 4 SNP

adyacentes para la caracteristica CA raza SM.

En la region de BTA3 se encontraron anotaciones para el gen TM2D1 y cerca de esta
region el gen PATJ (Figura 3-5). TM2D1 (TM2 domain containing 1) tiene actividad de
receptor acoplado a proteina G en la via de traduccion de sefiales y en apoptosis. PATJ
(Crumbs cell polarity complex component) codifica para una proteina que interviene en la
polaridad celular (Uniprot, 2019). ElI SNP ARS-BFGL-NGS-65863 identificado en esta

region posiblemente este asociado a alguno de estos dos genes (Tabla 3-3).

Figura 3-5. Localizacion de la regién identificada en el cromosoma 3 para la caracteristica
CA en laraza SM.
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La region identificada enmarcada en el rectangulo rojo presenta anotaciones para los genes TM2D1 Y PATJ. indicando que
esta region y los SNPs dentro de ella estan posiblemente asociados a estos genes.

Cerca de la region identificada en BTA19 (Tabla 3-3), se encontraron anotaciones para el
gen RPTOR (Regulatory associated protein of mtor complex 1) que tiene actividad de
inhibidor y activador de proteinas quinasas, union al complejo de factor de transcripcion,
regulacién del tamafio celular, mediador de sefiales moleculares (Uniprot, 2019) (Figura 3-
6).

Figura 3-6. Localizacién de la regién identificada en el cromosoma 19 para la caracteristica
CA en laraza SM.
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La region identificada enmarcada en el rectangulo rojo muy cerca de ella se encuentra el gen RPTOR indicando que esta
region y los SNPs dentro de ella estan posiblemente asociados a este gen.

Para la caracteristica HTC se identificaron 6 regiones de interés en la raza BON que en su
conjunto explicaron el 0.95% de la gVar (Tabla 3-2) ubicadas en los cromosomas 1, 2, 12
y 23. En la Figura 3-7 se observan los SNPs identificados en estas regiones. En la region

de BTA12 no se tienen anotaciones para genes.
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Figura 3-7. Manhattan plots del genome-wide association study (GWAS) para el
Coeficiente de tolerancia al calor-HTC raza BON.

wariance explained by 4 adjacents SNP window - Trait: 1 Effect: 6
0.25 T T T T T

wao

oo

0.15

0.05

o 10000 20000 20000 40000 50000

El eje-X representa los cromosomas (29 autosomas) con diferentes colores (cada circulo en el cromosoma es un SNP) y
sus respectivas regiones en Mb, y el eje-Y muestra la proporcion de varianza genética explicada por ventanas de 4 SNP
adyacentes para la caracteristica HTC raza BON.

En el cromosoma 1 se identificaron los genes ABHD10 y TAGNL3 y el SNP
BovineHD0100016005 posiblemente asociado a uno de estos dos genes. ABHD10
(Mycophenolic acid acyl-glucuronide esterase mitochondrial) de actividad Serina hidrolasa

gue interviene en diferentes procesos celulares. TAGNL3 (Transgelin 3), codifica para una

proteina de union a filamentos de actina, (Uniprot, 2019). (Figura 3-8).

Figura 3-8. Localizacion de la region identificada en el cromosoma 1 para la caracteristica
HTC en la raza BON.
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La regién identificada enmarcada en el rectangulo rojo presenta anotaciones para los genes ABHD10 y TAGNL3 indicando
que esta region y los SNPs dentro de ella estan posiblemente asociados a estos genes.
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En BTAZ2 se identifico el gen PUM1 (Pumilio RNA binding family memberl) (Figura 3-9)
implicado en espermatogénesis (Uniprot, 2019) y el SNP BTA-107470-no-rs posiblemente
asociado a este gen (Tabla 3-3).

Figura 3-9. Localizacion de la region identificada en el cromosoma 2 para la caracteristica
HTC en la raza BON.
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La regién identificada enmarcada en el rectangulo rojo presenta anotaciones para el gen PUM1 indicando que esta region
y los SNPs dentro de ella estan posiblemente asociados a estos genes.

En el cromosoma 23 se encontraron anotaciones para los genes GMNN (GMNN protein),
actua como inhibidor de la replicacion del DNA y del ciclo celular, C23H60ORF62
(Chromosome 6 open reading frame 62 ortholog), gen no caracterizado en bovinos,
ARMH2 (armadillo-like helical domain containing 2), no caracterizado en bovinos, ACOT13
(Acyl-CoA thioesterase 13), de Actividad hidrolasa y TDP2 (Tyrosyl-DNA
phosphodiesterase 2) (Figura 3-10), interviene activamente en la reparacion del DNA
removiendo los compuestos dafiinos que se le han adicionado durante el stres celular
(Uniprot, 2019). En esta region se identific6 el SNP Hapmap57845-rs29014813
posiblemente asociado a alguno de estos genes (Tabla 3-3, Anexo 1).

Figura 3-10. Localizacion de la region identificada en el cromosoma 23 para la
caracteristica HTC en la raza BON.
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La region identificada enmarcada en el rectangulo rojo presenta anotaciones para los genes GMNN, C23H60RF62, ARMH2,

ACOT13y TDP2, indicando que esta region y los SNPs dentro de ella estan posiblemente asociados a estos genes.

Para la caracteristica EPP en la raza BON se identificaron 6 regiones de interés (Tabla 3-
2) ubicadas en los cromosomas 2, 8, 10 y 18. Sin anotaciones para genes en las region

del cromosoma 8. En la Figura 3-11 se observan los SNPs identificados en estas regiones.

Figura 3-11. Manhattan plots del genome-wide association study (GWAS) para Edad al
primer parto-EPP raza BON.
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El eje-X representa los cromosomas (29 autosomas) con diferentes colores (cada circulo en el cromosoma es un SNP) y
sus respectivas regiones en Mb, y el eje-Y muestra la proporcion de varianza genética explicada por ventanas de 4 SNP
adyacentes para la caracteristica EPP raza BON.

En el cromosoma 2 se identificé una region a 127.653.946-127.664.126 bp (Tabla 3-3) en
la cual se encontraron anotaciones para el gen TMEMS50A (Transmembrane protein 50A)
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no caracterizado en bovinos, en humanos se presume que tiene actividad de proteina de
canales y posiblemente actua como supresor de tumores (Schmit And Michiels 2018)
(Figura 3-12), en esta region se identifico el SNP BovineHD020003706 posiblemente
asociado con este gen.

Figura 3-12. Localizacién de la regién identificada en el cromosoma 2 para la caracteristica
EPP en la raza BON.
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La region identificada enmarcada en el rectangulo rojo presenta anotaciones para el gen TMEM50A indicando que esta

region y los SNPs dentro de ella estan posiblemente asociados a estos genes.

En el cromosoma 10 se identificaron los genes EIF3J y SPG11. EIF3J (Eukaryotic
translation initiation factor 3 subunit J) actua como factor de iniciacion de la transcripcion,
interviene en la proliferacion celular y en apoptosis (Elantak et al. 2010). SPG11 (SPG11,
spatacsin vesicle trafficking associated) (Figura 3-13), no caracterizado en bovinos y el
SNP Hapmap49784-BTA-87663, posiblemente asociado a uno de estos genes (Tabla 3-
3).

Figura 3-13. Localizacion de la region identificada en el cromosoma 10 para la
caracteristica EPP en la raza BON.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmit%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30574087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Michiels%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30574087
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La region identificada enmarcada en el rectangulo rojo presenta anotaciones para los genes SPG11 y EIF3], indicando que

esta region y los SNPs dentro de ella estan posiblemente asociados a estos genes.

En BTAL8 se identificaron los genes SLC6AL16 (Solute carrier family 6 member 16)
interviene en la transmision de impulsos nerviosos, CD37 (Leukocyte antigen CD37), tiene
actividad de receptor en la via de traduccion de sefiales y TEAD2 (TEA domain
transcription factor 2) actua en la diferenciacion celular y desarrollo del embrién, juega un
papel importante en el proceso reproductivo (Uniprot, 2019) (Figura 3-14) y el SNP
BovineHD1800016339 (Tabla 3-3, Anexo 1).

Figura 3-14. Localizacion de la region identificada en el cromosoma 18 para la
caracteristica EPP en la raza BON
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La regién identificada enmarcada en el rectangulo rojo presenta anotaciones para los genes SLC6A16, CD37 y TEAD2

indicando que esta regién y los SNPs dentro de ella estan posiblemente asociados a estos genes.
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Tabla 3-3. Regiones gendmicas asociadas con caracteristicas reproductivas y de
adaptabilidad en ganado BON y SM, y posibles genes candidatos (PGC) posicionales

identificados.
Efecto de .
Ventana o i o Posibles Genes
Rasgo Raza BTA QTL (bp) O%gVar SNP mas importantes Suzlt(l—f‘tllif;on Candidatos (PGC)
66.486.992-
3 66.554.349 0.13 BTA-110572-no-rs 3.7 GIPC2
1.339.951- .
B O N 5 1.419.707 0.17 BovineHD0500000347 1.2 TMEM19, RAB21
TM2D1
83.833.592-
SM 3 83.952.776 0.13 ARS-BFGL-NGS-65863 2.9 PATJ
51.767.412 — RPTOR
19 51.842-200 0.14 UA-IFASA-8764 2.8
56.648.072- . ABHD10, TAGNLN3
1 56.778.172 0.15 BovineHD0100016005 1.6
122.461.245-
C B O N 2 122.551.247 0.18 BTA-107470-no-rs 0.6 PUM1
HT ARMH2, GMNN
32.998.188- Hapmap57845- ! ’
23 33.085.360 0.13 1$29014813 34 C23H60RF62, ACOT13,
TDP2.
SM 0.0 0.0 0.0 0.0
127.653.946- .
B O N 2 127.664.126 0.17 BovineHD020003706 1.2 TMEMS50A
102.935.702- Hapmap49784-BTA-
10 103.048.273 0.13 87663 2.8 EIF3J, SPG11
55.779.877- . SLC6A16, TEAD2, CD37
E P P 18 55.831 611 0.14 BovineHD1800016339 4.3
41.696.728- 3.2
14 41.809.704 0.15 BTB-01670622 PKIA.
402.797-
SM 23 So.840 0.16 | BTA-55427-no-rs 2.8 KHDRBS2
34.676.788-
29 34.746.856 0.13 ARS-BFGL-NGS-102334 2.9 NTM.
38.942.740- .
11 39.104.584 0.17 BovineHD1100011547 4.6 CCDCB85A
BO N 11 73.198.161- 0.13 Hapmap58572- 238 ADGRF3, HADHB
73.317.267 ) 5546526046 ) HADHA, GAREM2
18 61.701.988- 0.16 BovineHD1800017801 3.6 NLRP9, VSTM1
61.854.328 ) ) '
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SM Leezc e
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ZSWIM3, ZSWIM1,
NEURL2, SPATAZ25,
CTSA, PLTP.
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Para la EPP en la raza SM, se identificaron 6 regiones que explicaron el 0.87% de la gVar
(Tabla 3-2) ubicadas en los cromosomas 8, 14, 15, 23, 25 y 29, con anotaciones para
genes solo en los cromosomas 14, 23 y 29. En la Figura 3-15 se observan los SNPs
identificados en estas regiones, ver también Tabla 3-3.

Figura 3-15. Manhattan plots del genome-wide association study (GWAS) para Edad al
primer parto-EPP raza SM.
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El eje-X representa los cromosomas (29 autosomas) con diferentes colores (cada circulo en el cromosoma es un SNP) y
sus respectivas regiones en Mb, y el eje-Y muestra la proporciéon de varianza genética explicada por ventanas de 4 SNP
adyacentes para la caracteristica EPP raza SM.

En BTA14 se identifico el gen PKIA (c-AMP-dependent protein kinase inhibitor alpha
transcript variant 1, mRNA), actua como inhibidor de proteina quinasa dependiente cAMP,

regula negativamente la transcripcion (Uniprot, 2019) (Figura 3-16).

Figura 3-16. Localizacion de la region identificada en el cromosoma 14 para la
caracteristica EPP en la raza SM.
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La region identificada enmarcada en el rectangulo rojo presenta anotaciones para el gen PKIA indicando que esta regién y

los SNPs dentro de ella estan posiblemente asociados a este gen.

Muy cerca de la region identificada en BTA 23 se identifico el gen PKHDRBS2 (KH RNA
binding domain containing, signal transduction associated 2), interviene en el corte de
intrones de mRNA (Uniprot, 2019) (Figura 3-17).

Figura 3-17. Localizacion de la region identificada en el cromosoma 23 para la
caracteristica EPP en la raza SM.
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Muy cerca de la regién identificada enmarcada en el rectangulo rojo se encuentra el gen PKHDRBS2 indicando que esta

region y los SNPs dentro de ella estan posiblemente asociados a este gen.

Muy cerca de la region identificada en BTA29 se encuentra el gen NTM (Neurotrimin),
actua en la adhesion celular (Uniprot, 2019) (Figura 3-18) (Tabla 3-3, Anexo 1).
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Figura 3-18. Localizacion de la region identificada en el cromosoma 29 para la
caracteristica EPP en la raza SM.
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Muy cerca de la region identificada enmarcada en el rectangulo rojo se encuentra el gen NTM indicando que esta region y

los SNPs dentro de ella estan posiblemente asociados a este gen.

Para el IEP en la raza BON se identificaron 7 regiones que explicaron el 1.12% de la gVar
(Tablas 3-2) ubicadas en los cromosomas 2, 5, 8, 11, 18 y 20, con anotaciones para genes
solo en los cromosomas 11 y 18 (Tabla 3-3). En la Figura 3-19 se observan los SNPs

identificados en estas regiones, ver también Tabla 3-3.

Figura 3-19. Manhattan plots del genome-wide association study (GWAS) para el
intervalo entre partos-1EP raza BON.
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El eje-X representa los cromosomas (29 autosomas) con diferentes colores (cada circulo en el cromosoma es un SNP) y
sus respectivas regiones en Mb, y el eje-Y muestra la proporcién de varianza genética explicada por ventanas de 4 SNP
adyacentes para la caracteristica IEP raza BON.
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En BTAL1 se identificaron dos regiones, la primera a 38.942.740-39.104.584 bp (Tabla 3-
3-) en la cual muy cerca de ella se encuentra el gen CCDC85A (Coiled-coil domain
containing 85A) (Figura 3-20) que codifica para una proteina tipo coiled coil, poco
caracterizadas en bovinos, en humanos estan implicadas en diferentes procesos celulares

en traduccion de sefiales, expresion génica y otras funciones (Ogawa et al. 2006).

Figura 3-20. Localizacién de la region identificada en el cromosoma 11 para la
caracteristica IEP en la raza BON
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Muy cerca de la regién identificada enmarcada en el rectangulo rojo se encuentra el gen CCDCB85A indicando que esta

region y los SNPs dentro de ella estan posiblemente asociados a este gen.

La segunda region se identificé a 73.198.161-73.317.267 bp, en la cual se encontraron los
genes HADHA, HADHB, GAREM2 y ADGRF3. HADHA (HADHA protein) y HADHB
(Trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial), intervienen activamente en el
metabolismo lipidico en beta oxidacién de &cidos grasos, GAREM2 (GRB2 associated
regulator of MAPK1 subtype 2), gen no caracterizado en bovinos, ADGRF3 (Adhesion G
protein-coupled receptor F3), tiene actividad de receptor de superficie acoplado a proteina
G (Uniprot, 2019) (Figura 3-21).

Figura 3-21. Localizacion de la region identificada en el cromosoma 11 para la
caracteristica IEP en la raza BON.
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La region identificada enmarcada en el rectangulo rojo presenta anotaciones para los genes HADHA, HADHB, GAREM2 y
ADGRF3indicando que esta region y los SNPs dentro de ella estan posiblemente asociados a estos genes.

En el cromosoma 18 se identificaron los genes VSTM1 y NLRP9. VSTM1 (V-set and
Transmembrane domain containing 1) gen no caracterizado en bovinos, en humanos se
expresa en leucocitos especificamente en neutrofilos, eosinéfilos y monocitos interviniendo
en la activacion de la fagocitosis para prevenir la produccion inapropiada de ROS (Steevels
et al. 2013). NLRP9 (NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 9), por ser
altamente expresado en testiculos, ovarios y embrion se presume que interviene
activamente en procesos reproductivos (Tian et al. 2009). (Tabla 3-3, Anexo 1) (Figura 3-
22).

Figura 3-22. Localizacion de la region identificada en el cromosoma 18 para la

caracteristica IEP en la raza BON.
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La region identificada enmarcada en el rectangulo rojo presenta anotaciones para los genes VSTM1 y NLRP9 indicando que

esta region y los SNPs dentro de ella estan posiblemente asociados a estos genes.
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Para IEP en laraza SM se identificaron 3 regiones que explicaron el 0.44% de gVar. (Tabla
3-2) ubicadas en los cromosomas 5, 13 y 23 (Tabla 3-3), con anotaciones solo para las
regiones de los cromosomas 5y 13. En la Figura 3-23 se observan los SNPs identificados
en estas regiones, ver también Tabla 3-3.

Figura 3-23. Manhattan plots del genome-wide association study (GWAS) para el
intervalo entre partos-IEP raza SM.
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El eje-X representa los cromosomas (29 autosomas) con diferentes colores (cada circulo en el cromosoma es un SNP) y
sus respectivas regiones en Mb, y el eje-Y muestra la proporcidn de varianza genética explicada por ventanas de 4 SNP
adyacentes para la caracteristica IEP raza SM.

En el cromosoma 5 se identificé el gen PHLDAL1 (PHLDA1 protein: Pleckstrin homology
like domain family A member 1), no caracterizado aun en bovinos, en humanos desempefia
un rol importante en el efecto anti apoptotico del factor de crecimiento insulinico (Hinz et
al. 2001) (Figura 3-24).

Figura 3- 24. Localizacién de la region identificada en el cromosoma 5 para la caracteristica
IEP en laraza SM.
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La regién identificada enmarcada en el rectangulo rojo presenta anotaciones para el gen PHLDA1 indicando que esta regién

y los SNPs dentro de ella estan posiblemente asociados a este gen.

En BTA 13 se identificaron los genes WFDC3 (WAP four-disulfide core domain protein 3),
actua como inhibidor de peptidasas, esto regula enzimas proteoliticas enddgenas, también
actua en defensa contra la invasion de microorganismos (Clauss et al. 2002), DNTTIP1
(Deoxynucleotidyltransferase terminal-interacting protein 1), posiblemente actua como
regulador de la transcripcion, UBE2C (Ubiquitin conjugating enzyme E2C), tiene actividad
de uubiquitinacidn, con posible control de la mitosis promoviendo el éxito mitético, por ser
altamente expresada en testiculos posiblemente interviene activamente en procesos
reproductivos, TNNC2 (Troponin C2, fast skeletal type), codifica para una proteina de unién
de filamentos de actina y a proteina calcio dependiente, actuando activamente en la
regulaciéon de la contraccién muscular, altamente expresada en tejido musculo esquelético,
SNX21(SNX21 protein Sorting nexin family member 21), proteina de unién a
fosfatidilinositol que actua en el transporte intracelular de proteinas, ACOT8 (Acyl-CoA
thioesterase 8), tiene actividad de acetil CoA hidrolasa, Interviene activamente en el
catabolismo de acidos grasos, ZSWIM3 (Zinc finger swim-type containing 3) y ZSWIM1
(Zinc finger swim-type containing 3), proteinas tipo zinc finger de union al ion zinc que
intervienen en diferentes procesos metabdlicos entre ellos la transcripcién de genes,
NEURL2 (Neuralized E3 Ubiquitin protein ligase 2), tiene actividad de ubiquitinacién de
proteinas e interviene en la via de traduccion de sefiales, SPATA25 (Spermatogenesis
associated 25) actua en la espermatogénesis, y PLTP (Phospholipid transfer protein
isoform a) Interviene en el mmetabolismo de los lipidos y en la motilidad espermatica
(Uniprot, 2019) (Figura 3-25) (Anexo Al).
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Figura 3-25. Localizacion de la region identificada en el cromosoma 5 para la caracteristica
IEP en laraza SM.
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La region identificada enmarcada en el rectangulo rojo presenta anotaciones para los genes WFDC3, SNX21, NEURL2,
UBE2C, ZSWIM1, ACOTS8, PLTP, TNNC2, SPATA25, DNTTIP1, ZSWIM3, CTSA. indicando que esta regién y los SNPs

dentro de ella estan posiblemente asociados a este gen.

3.5 Discusiodn

Los resultados del presente estudio muestran la fuerte asociaciéon estadistica de los SNPs
identificaos en regiones significativas del genoma con genes y las caracteristicas de
adaptabilidad CAy HTC. En BTAL en la raza BON se identificé el SNP BTA-110572-no-rs
posiblemente asociado a los genes ABHD10 y TAGNLN3. ABHD10 (Mycophenolic acid
acyl-glucuronide esterase, mitochondrial) ha sido poco caracterizado en bovinos, en
humanos se presume juega un papel importante en la inhibicibon AcMAPG un derivado
micofenolato del metabolismo hepatico el cual tiene efectos adversos en el metabolismo
de drogas inmunosupresoras usadas en trasplantes (Ito et al. 2014). De acuerdo a esta
funcién no se encuentra asociacién con mecanismo adaptativos. TAGNLN3 (Transgelin 3),

no ha sido estudiado en bovinos ni en otras especies.

En BTA2 se identific6 el SNP BTA-107470-no-rs posiblemente asociado al gen PUM1
(Pumilio RNA binding family memberl) que codifica para una proteina de unién al RNA
gue regula la estabilidad y funcién del mMRNA. Este gen se ha reportado como supresor de
el receptor LGP2, este receptor activa la expresion de genes que intervienen en la

respuesta inmunitaria a infeccién por virus, por lo que es un potente supresor de genes
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gue intervienen en la respuesta inmune (Liu et al. 2017), lo que indica que este gen
interviene negativamente en mecanismos de adaptabilidad por supresion del sistema

inmune.

En BTA3 se identificé el SNP BTA-110572-no-rs (Tabla 3-3) posiblemente asociado con el
gen GIPC2 (PDZ domain-containing protein GIPC2), reportado por Flanagan et al. (2018)
en su estudio para dilucidar los mecanismos que reducen la capacidad de diferenciacion
de tejidos derivados de celulas madres cultivados in vitro. Segun estos investigadores la
perdida de diferenciacién de estos tejidos se debe al reducido nivel de expresion de ciertos
genes, entre ellos HSP22 (Heat shock protein 22) y GIPC2. HSP22 protege las proteinas
de su desnaturalizacion que se da por situaciones ambientales estresantes, en este caso
del paso de las celulas in vivo a cultivos in vitro genera estrés ambiental en el cultivo. Asi,
la disminucion en la expresion de HSP22 reduce la capacidad de diferenciacion de estos
tejidos, también reducida por la disminucion de la expresion de GIPC2, limitando la accion
regenerativa de las celulas madres con fines terapéuticos en humanos. Aunque los
mecanismos de accion de GIPC2 no se conocen con claridad, posiblemente actua en
adipogénesis, podria estar asociado al gen HSP22 en respuesta a situaciones ambientales

estresantes.

En BTAS se identific6 el SNP BovineHD0500000347 (Tabla 3-3) posiblemente asociado
a los genes TMEM19 y RAB21. TMEM19 (Transmembrane protein 19) no ha sido
estudiado en bovinos. En humanos interviene activamente en la patologia de labio leporino
(Yu et al. 2017). RAB21 (Ras-related protein Rab-21) codifica para proteinas G-RAS
(GTPasa) o proteinas G de la via de traduccion de sefiales que actian a nivel de sistema
inmune inhibiendo los receptores de endotoxinas bacterianas (Pingli et al. 2019). Los
genes que actlan en sistema inmune como respuesta a invasion por microorganismos o
garrapatas en bovinos, han sido asociados en la literatura a mecanismos adaptativos, por
lo que el gen RAB21 posiblemente intervenga activamente en la expresion de las

caracteristicas CAy HTC.

Por ultimo, en BTA23 en la raza BON se identifico el SNP Hapmap57845-rs29014813
(Tabla 3-3) posiblemente asociado a los genes ARMH2, GMNN, C23H60RF62, ACOT13
y TDP2. ARMH2 (armadillo-like helical domain containing 2) no se presenta reportes en
bovinos ni otras especies. GMNN (GMNN protein) se ha reportado como un gen regulador

de amplificacién de centriolos y multiciliogenesis (Arbi et al. 2018) y como causante de
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defectos en la espermatogénesis e infertilidad en humanos cuando se presentan
deleciones en los estados de replicacion pre meidtica del DNA (Yuan et al. 2017),
igualmente por ser un gen gue interviene en la regulacién del ciclo y diferenciacién celular
actua como inhibidor de CDT1 (factor cromatico de inicio de la replicacion del DNA) que
garantiza una sola replicacion del DNA por cada ciclo celular en celulas madres
embrionarias (Hosogane et al. 2017) esto sugiere su participacibn en procesos
reproductivos. C23H60RF62 (Chromosome 6 open reading frame 62 ortholog) no bien
caracterizado. ACOT13 (Acyl-CoA thioesterase 13) es miembro de la superfamilia
Thioesterase de alto nivel de expresion en procesos oxidativos celulares regulando
glucosa hepética y el metabolismo lipidico y recientemente se ha asociado con
termogénesis en ratones con respuestas adaptativas a altas temperaturas (Won et al.
2013), lo que ubica este gen como gen candidato en la expresion de las caracteristicas
HTCy CA.

En la raza SM para la caracteristica CA se identificaron dos regiones significativas en los
cromosomas 3y 19. En BTA3 se identificé el gen TM2D1 (TM2 domain containing 1) de
actividad de receptor acoplado a proteina G en la via de sefalizacién celular y en apoptosis
(Tabla 3-3), posiblemente asociado a mecanismos adaptativos, relacionado por Salunga
et al. (2007) con proteinas de choque térmico en humanos expresadas por la aplicacion de
un compuesto vegetal para la reduccién del cancer leucémico, aungue aldn no se sabe con
exactitud este mecanismo este hallazgo indica la respuesta fisiolégica del gen en

condiciones ambientales estresantes.

En BTA19 Se identificd el gen RPTOR (Regulatory associated protein of mtor complex 1)
de actividad de proteina quinasa, via de la sefializacién celular y actua activamente en la
transcripcién, reportado por Chen et al. (2015) en la respuesta al estrés ambiental en pollos
actuando sobre factores de transcripcién en la transcripcion del gen HSP70 que codifica
para una proteina de choque térmico. Sun et al. (2010) reporté que una variante alélica de
RPTOR actua en respuesta a estrés ambiental en humanos. Por esta evidencia reportada
en la literatura y el hallazgo en el presente estudio RPTOR se considera un importante gen

candidato en la respuesta fisioldgica al estrés calorico.

Diferentes genes fueron reportados por Bejarano et al. (2013) en el resultado de GWAS
realizado para CA 'y HTC en 4 razas criollas colombianas, entre ellas las razas BON y SM,

presentaron 31 regiones significativas para ambas caracteristicas ubicadas en los
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cromosomas 1, 3, 5, 9, 11, 12, 15, 19, 20, 21, 24 y 25. Identificaron los SNPs ARS-BFGL-
NGS-60161 en BTA9 y Hapmap42503-BTA-30861 en BTA 12 asociado a genes que
posiblemente intervengan en mecanismos adaptativos, resultados que confirman la

asociacion entre regiones cromosomicas y caracteristicas de adaptacion en razas criollas.

En otras razas de bovinos Bos taurus, raza Holstein, Dikmen et al. (2013), realizaron
GWAS para evaluar potenciales mecanismos adaptativos mediante el control de
temperatura rectal en los dias del afio mas calurosos donde los animales no adaptados
sufren estrés calérico y se hacen menos productivos, reportando regiones
estadisticamente significativas en los cromosomas 4, 5, 16 y 24, con posible influencia
sobre el control de la temperatura rectal durante el estrés calorico, contrariamente a los
hallazgos del presente estudio que presentaron regiones significativas para respuestas
adaptativas en cromosomas diferentes. También Dikmen et al. (2013) identificaron un SNP
en el cromosoma 26, asociado con tasa de sudoracion en vacas Holstein durante el estrés
calorico, este hallazgo coincide con los resultados de Macciotta et al. (2017) en su estudio
de GWAS de caracteristicas reproductivas y productivas durante el estrés calorico
reportaron el SNP ARS-BFGL-NGS-29678 en BTA26 posiblemente asociado a los genes
BTRC (B-transducin repeat containing E3 ubiquitin protein ligase) reportado por Raven et
al. (2016) asociado con produccion de leche en vacas y tasa de crecimiento en pollos
(Zhang et al. 2015) y FGF8 (fibroblast growth factor 8) implicado en la foliculogénesis en
vacas identificado por Kemper et al. (2014) en un estudio de barrido selectivo en vacas de
leche. En estudio posterior, Dikmen et al. (2015) reportan 2 SNPs significativos, ARS-
BFGL-NGS-41140 BTB-y BTB-01485274 en el cromosoma 24, en el presente estudio no

se encontraron SNPs significativos en estos cromosomas.

Las regiones gendmicas asociadas a tolerancia al estrés ambiental hasta aqui reportadas
en estudios de GWAS por otros investigadores, no coinciden con las identificadas en el
presente estudio, esto refleja uno de los grandes problemas en GWAS, es decir la no
repetibilidad de los resultados en estudios similares y el limitado nimero de marcadores
identificados. Esta falta de concordancia entre los diferentes experimentos ha sido
mencionada en la literatura que se debe principalmente a la diferencia genética entre
poblaciones (diferentes niveles de desequilibrio de ligamiento, frecuencias alélicas de los
SNPs), tamafio de la muestra y no toda la variacion genética de un rasgo es capturada por

los marcadores disponibles. Otro aspecto a tener en cuenta en los GWAS para
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caracteristicas de tolerancia al calor es el fenotipo que se asocia, Dikmen et al. (2015),
identificaron 1 de 4 SNPs previamente asociados a produccion de leche y lo asociaron con
respuesta fisiolégica al estrés calorico.

Para las caracteristicas reproductivas de EPP y IEP, en la raza BON en BTA2 se identificd
el SNP BovineHD020003706 (Tabla 3-3) posiblemente asociado al gen TMEM50A
(Transmembrane protein 50A) (Anexol). Similarmente Reverter et al. (2016) en su estudio
de GWAS para caracteristicas de fertilidad en vacas Brahman identificaron otro SNP ARS-
BFGL-NGS-116714 en region codificante del gen TMEM27 que codifica para proteina
transmembrana. En humanos en un estudio de GWAS para la edad a la primera
menstruacion de hembras japonesas identificaron el gen TMEM18 en BTA2 y TMEM38B
en BTA9 (Chizu et al. 2013), esto indica la fuerte asociacién de los genes tipo
transmembrana con estos rasgos reproductivos. También en humanos el gen TMEM50A

fue reportado como supresor de tumores (Schmit And Michiels 2018).

En BTA10 se identificé el SNP Hapmap49784-BTA-87663 posiblemente asociado a los
genes EIF3J y SPG11.EIF3J (Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit J) codifica
para un factor de traduccion clave en el inicio de la traduccion de proteinas en mamiferos
(Borgo et al. 2015). Este factor de traduccién se une a componentes de la via de
sefializacion extracelular regulada por proteinas quinasas interfiriendo como modulador
negativo de esta via metabdlica por lo que interactia negativamente en la sintesis de DNA
y expresion de genes (Xu et al. 2012). No se conoce la relacion de este gen con
mecanismos reproductivos. SPG11(SPG11, spatacsin vesicle trafficking associated) no

caracterizado en bovinos, en humanos es asociado a paraplejia espastica (Du et al. 2018).

En BTAL1 se identificaron los SNPs BovineHD1100011547 y Hapmap58572-ss46526046,
el primero posiblemente asociado al gen CCDC85A y el segundo a los genes ADGRF3,
HADHB, HADHA y GAREM2. CCDCB85A (Coiled-coil domain containing 85A) interviene en
la expresion génica y traduccion de sefiales; en bovinos no se tienen reportes de este gen,
en humanos, en un estudio de GWAS, fue reportado el SNP rs17268785 en BTA2 asociado
a este gen con la edad de la primera menstruacién en hembras japonesas (Chizu et al.
2013). ADGRF3 (Adhesion G protein-coupled receptor F3) no ha sido bien estudiado en
bovinos, sin embargo, se cree participa en la funcion sensorial del gusto y oido en ratones

y peces (Hamann et al. 2015), por su alta expresion en testiculos (Uniprot, 2019)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmit%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30574087
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presumiblemente interviene en procesos reproductivos. HADHB (Trifunctional enzyme
subunit beta, mitochondrial) y HADHB (HADHA protein) codifican para una enzima
mitocondrial que actua en el metabolismo lipidico, en beta-oxidacién (Uniprot, 2019). Zhou
et al (2012) reportaron que receptores de estrogenos interactian con el gen HADHB
afectando su actividad en beta-oxidacion, aunque falta aun por estudiar la funcion
metabodlica de este gen, por su relacidbn con receptores de estrdgenos posiblemente
intervenga en mecanismos reproductivos. GAREM2 (GRB2 associated regulator of MAPK1
subtype 2) no ha sido estudiado en bovinos, en humanos es asociado a cierto tipo de
neoplasias cerebrales como los neuroblastomas (Tomonori et al. 2013) por lo que no se

ha identificado relacién con mecanismos reproductivos.

En BTA18 se identificaron los genes SLC6A16, TEAD2, NLRP9 y VSTM1. SLC6A16
(Solute carrier family 6 member 16) de la familia de transportadores de solutos, iones y
proteinas asociado posiblemente a EPP. Tenghe et al. (2016) realizaron GWAS para
caracteristicas de fertilidad en vacas Holstein utilizando niveles de progesterona, definieron
regiones como significativas estableciendo 3 umbrales de P-value. En BTA2 identificaron
el gen SLC40AL1 (Solute carrier family 40 iron-regulated transporter) asociado al intervalo
desde el inicio de la actividad luteal y el primer servicio. Similarmente Yodklaew et al.
(2017), realizaron GWAS para EPP y otras caracteristicas en vacas multirraciales de
Tailandia, estableciendo umbral de significancia de P < 0.00001 para cada SNP, del
resultado reportaron 24 SNPs asociados en este nivel de significancia con EPP de estos
un SNP muy significativo, ARS-BFGL-NGS-44288 lo asociaron con el gen de la familia
transportador de solutos SLC7A2 en el cromosoma 27. También Reverter et al. (2016) en
su estudio de GWAS para rasgos de fertilidad en vacas brahman, identificaron el gen
SLC7A5 de la familia trasportadora de solutos, altamente expresado en el endometrio de
vacas recién gestantes. Estos hallazgos confirman la participacion de este gen en el
desarrollo de eventos reproductivos. Contrariamente, Dikmen et al. (2013), reportaron en
BTA5 el gen SLCO1C1 de la familia transportadora de solutos asociado a respuesta a

estrés ambiental.

TEAD2 (TEA domain transcription factor 2), con actividad de factor de transcripcion en
células embrionarias, morfogénesis del corazén embrionario, desarrollo del mesodermo,
vasculogenesis y diferenciacién celular, importante para la viabilidad y desarrollo del

embrion. Wang et al. (2018) reportaron el gen TEAD2 asociado al desarrollo embrionario
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temprano en la formacién temprana de érganos, corazén y musculos de bovinos. Estos

hallazgos confirman la participacion de este gen en mecanismos reproductivos.

El gen NLRP9 (NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 9), altamente expresado
en ovarios, testiculos, oocitos y preimplatacion embrionaria, y su actividad en mecanismos
reproductivos de gametogénesis, foliculogénesis y desarrollo embrionario temprano, fue
reportado por Ponsuksili et al (2006) quienes detectaron este gen exclusivamente en
testiculos y ovarios por estudio realizado a partir de coleccion de oocitos bovinos y
producciéon de embriones in vitro utilizando la metodologia de sintesis de cDNA y
amplificacién del gen por PCR (Polymerase Reaction Chain), NLRP9 fue mapeado en
BTA18 dentro de una regiébn QTL entre 60.91 a 60.94 Mb para caracteristicas
reproductivas. En el presente estudio fue identificado el SNP BovineHD1800017801 entre
61.7 y 61.8 Mb asociado con este gen, muy cerca de la region reportada por Ponsuksili et
al (2006). Estas evidencias posicionan el gen NLRP9 como gen candidato que interviene

en la expresion de caracteristicas reproductivas de EPP e IEP.

El gen VSTM1 (V-set and transmembrane domain containing 1), actua en la activacion de
fagocitos para prevenir producciones inapropiadas de ROS (especies reactivas al oxigeno)
(Uniprot, 2019), este gen fue reportado por Wang et al. (2016) expresado en celulas
mononucleares de sangre periférica en pacientes humanos con artritis reumatoidea. Segun

estos hallazgos reportados en la literatura no tiene relaciébn con mecanismos reproductivos.

Costa et al. (2015) realizaron GWAS para caracteristicas reproductivas en vacas Bos
indicus de la raza Nellore, del cual identificaron 42 regiones significativas para EPP en 19
cromosomas, los cromosomas 2, 3, 4, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 16, 18, 20, 21, 23, 25y 27,
de los cuales algunos coinciden con los del presente estudio. Hawken et al. (2015),
reportaron regiones y SNPs significativos asociados a caracteristicas reproductivas en
vacas de carne de la raza Brahman y sus cruces. Utilizaron limites de significancia para
cada SNP (P < 0.01; P <0.001) y el porcentaje de varianza genética aditiva de cada SNP,
calculando el numero de SNPs significativos en distancias de 1 Mb. Reportaron 165 SNPs
significativos para edad a la pubertad en la raza Brahman, de estos, 65 SNPs fueron
identificados en la region 22 a 33 Mb de BTA14 y el resto en BTAL15, el SNPs mas
significativo de este grupo de SNP fue BTB-02056709 que explicé 5.1% de la varianza

genética de esta caracteristica.
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En el presente estudio en BTA13 en la raza SM se identifico el SNP ARS-BFGL-NGS-
111155 posiblemente asociado a los genes WFDC3, DNTTIP1, UBE2C, TNNC2, SNX21,
ACOTS, ZSWIM3, ZSWIM1, NEURL2, SPATA25, CTSA, PLTP. De estos genes solo
UBE2C se ha reportado asociado a caracteristica reproductivas. UBE2C (Ubiquitin
conjugating enzyme E2C) altamente expresado en testiculos (Uniprot, 2019), reportado por

Fujioka et al. (2018) que favorece la progresion de la meiosis en oocitos porcinos.

En BTA14 en la raza SM, se identifico el SNP significativo BTB-01670622 posiblemente
asociado al gen PKIA (c-AMP-dependent protein kinase inhibitor alpha transcript variant 1,
MRNA) cuyos transcriptos se encuentran altamente expresados en placenta (Zheng et al.
2000), lo que sugiere su participacion en mecanismos reproductivos. Fortes et al. (2012)
realizaron GWAS para edad a la pubertad en vacas Brahman utilizando el porcentaje de
varianza explicada por cada SNP para definir el grado de asociacién entre los SNPs y esta
caracteristica. Identificaron 134 SNPs asociados a edad a la pubertad, de los cuales 32 de
ellos fueron altamente significativos ubicados en BTA14 en la regién entre 21.9 y 28.4 Mb,
similarmente a lo reportado por Hawken et al. (2015).

En BTA23 se identificé el SNP BTA-55427-no-rs posiblemente asociado al gen KHDRBS2
(KH RNA binding domain containing, signal transduction associated 2) que regula el corte
y empalme (splicing) del mRNA. Este gen fue reportado por Guo et al. (2018) detectado
por el método de distancias pareadas (Fst) en una huella de seleccién en BTA23 en 6
razas de cabras asociado a caracteristicas reproductivas. Similarmente Reverter et al.
(2016) identificaron el SNP BovineHD2300000143 en la region codificante del gen
KHDRBS2 también en BTA23 asociado a caracteristicas de fertilidad en vacas Brahman.

En BTA29 también en la raza SM se identificO el SNP ARS-BFGL-NGS-102334
posiblemente asociado al gen NTM (Neurotrimin), proteina de adhesion celular en
neuronas. Este gen se expresa en utero y es regulado por estrégenos, produciendo
degeneracién de axones simpaticos del miometrio durante la prefiez para luego
regenerarse después del parto. Las reducciones en la sintesis de Ntm anulan la capacidad
del estrégeno para convertir el miometrio de hospitalario a repulsivo para las neuritas
simpaticas. Estos datos apoyan la idea de que Ntm es un participante en un proceso

multifactorial que gobierna dinAmicamente la integridad de la inervacién simpética del
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miometrio (Krizsan et al. 2008). Estos antecedentes sugieren la participacion de este gen

en mecanismos reproductivos.

3.6 Conclusiones

El estudio de asociacién gendémica realizado en el presente estudio permitié identificar 14
regiones, 13 genes y 56 SNPs asociados a las caracteristicas de adaptabilidad CAy HTC
y 22 regiones, 30 genes y 88 SNP asociadas a las caracteristicas reproductivas de EPP y
IEP, muchos de estos SNPs con efecto significativo para estas caracteristicas. En
particular se identificaron SNPs con efecto importante ubicados cerca de genes que tienen
un rol conocido en tolerancia a estrés ambiental y en la expresion de caracteristicas
reproductivas. Los genes RPTOR, TM2D1, RAB21 y ACOT13 se expresan en respuesta a
estrés ambiental. SLC6A16, TEAD2, TMEM50A, NLRP9, KHDRBS2, CCDC85A y UBE2C
intervienen activamente en procesos reproductivos. Estos resultados nos permiten
conocer la arquitectura genética de las razas criollas colombianas en estudio y tenerla en

cuenta en la implementacion de programas de mejoramiento genético y conservacion.
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4.Capitulo 4: Huellas de seleccién, genes y
rutas metabdlicas asociadas a
Caracteristicas productivas y de
Adaptacion en las razas criollas
colombianas Blanco Orejinegro y
Sanmartinero

4.1 Resumen

El objetivo de este estudio fue determinar huellas de seleccién para caracteristicas
productivas y de adaptacion en las razas criollas colombianas Blanco Orejinegro y
Sanmartinero a partir de 58868 SNPs disponibles en la raza BON y 57482 en la raza SM,
utilizando la metodologia de variacion del desequilibrio de ligamiento-varLD. Se
identificaron 11 huellas de seleccién en los percentiles 0.01 y 0.1. Estas regiones se
caracterizaron a través de UMD3.1 Bos taurus genome assembly para identificar los genes
contenidos en ellas o rodeando estas regiones y su funcién. Se identificaron genes
importantes implicados en mecanismos productivos (CTDSP2, CES1, CFAP161,
CLEC14A, HIPK1, RBM4, SSTR), reproductivos (KDMID, OLFML3) y de adaptacién
(ATP23, LRRTM1, SLC6A2, DEK, SYT6, KDMID). Se concluye que la fuerte seleccion
reciente presente en las huellas de seleccién identificadas y los genes localizadas en ellas,

estan asociados con caracteristicas productivas y de adaptacion.

Palabras clave: Razas Criollas, SNPs, indices de adaptabilidad, variacion en LD

4.2. Introduccion

Los bovinos de las razas BON y SM y en general de las razas criollas colombianas hacen
parte del programa de conservacion y mejoramiento genético nacional por su excelente
adaptacion y desempefio reproductivo en sistemas tropicales de produccion. Esto ha
motivado realizar estudios de caracterizacion genética con el propésito de aplicar en los

programas mencionados los resultados obtenidos. Bovinos de la raza BON y SM han sido
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caracterizados genéticamente por Martinez et al. (2012), sin embargo, esta informacion ha
sido limitada, faltando estudios que evalian en mayor profundidad los niveles de variacion
y diferencias genéticas de estas dos razas. Esta variacion y diferencias genéticas se
pueden medir a través de la determinacion de huellas de seleccion que son regiones del
genoma que han sido sometidas a seleccién natural o artificial. La seleccion se encarga
de mantener de generacion en generacién la parte del genoma que confiere habilidad
adaptativa y productiva a los animales, aumentando la frecuencia de alelos favorables y
reteniendo loci neutrales que rodean estas regiones que estan en desequilibrio de
ligamiento con estos loci, asi, la frecuencia de haplotipos particulares, se direcciona hacia
la fijacion (Pérez O’Brien et al. 2014). La fuerte presion de seleccion aumenta la frecuencia
de la mutacién favorable hasta reemplazar por completo el alelo ancestral por barrido
selectivo-Selective sweep. El barrido selectivo produce un cierto patrén de variacion en
torno a la posicidn seleccionada diferente a lo esperado bajo neutralidad (Walsh and Lynch,
2011).

Varias metodologias se han propuesto para medir los patrones de variabilidad de regiones
en todo el genoma, como la propuesta por Sabeti et al. (2002, 2006, 2007), extension o
longitud de la homocigocidad de los haplotipos (EHH) y la Integral bajo la curva del
haplotipo (iHS) propuesta por Voight et al. (2006). No obstante, su utilidad, estas
metodologias son limitadas debido a que los SNPs que resultan estadisticamente
significativos pueden ser bilégicamente inactivos, aunque seguramente estan en
desequilibrio de ligamiento con algun polimorfismo funcional desconocido. Para obtener
mayor precision en los resultados, Teo, et al. (2009) proponen explorar la variacion del
desequilibrio de ligamiento (varLD) de estas regiones porque segun ellos, esta variaciéon
es bilégicamente significativa. La metodologia de varLD, consiste basicamente en explorar
las diferencias de los patrones del LD entre regiones cromosdmicas de poblaciones de
animales o humanos. Esta estrategia metodoldgica, se convierte en una excelente
herramienta para construir mapeo genético fino de regiones candidatas (huellas de
seleccidn) asociadas a enfermedades o a caracteristicas productivas y de adaptacion (Teo
et al. 2009).

Por lo anterior el objetivo de este estudio fue determinar huellas de seleccion o regiones
del genoma que se han aumentado en frecuencia y se han fijado en la poblacion y los

genes contenidos en ellas, que mejoran la habilidad adaptativa y productiva en la poblacién
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por procesos de seleccidon natural o artificial. Los resultados generados podran ser
aplicados en programas de conservacion y mejoramiento genético de estas dos razas

criollas colombianas y sus cruces.

4.3. Materiales y Métodos

Animales y localizacion

Los bovinos utilizados en este estudio pertenecen al Banco de Germoplasma de la raza
BON y SM, los cuales son majeados por la Corporacion Colombiana de Investigacion
Agropecuaria (Agrosavia). Los animales BON estan ubicados en la estacion experimental
El Nus en San Roque (Antioquia), en un area montafiosa en la region andina, con alturas
gue van desde los 800 hasta los 1.800 msnm con una topografia ondulada y temperaturas
entre los 18 y 24 °C con regimenes de lluvia de caracter bimodal. Los animales SM estan
en la estacion experimental La Libertad en Villavicencio (Meta), en la Orinoquia colombiana
en tierras planas con alturas de 336 msnm en zona de bosque humedo tropical, con una
estacion lluviosa de abril a noviembre y una estacion seca de diciembre a marzo y
temperaturas ambientales que oscilan entre los 27 y 41 °C y humedad relativa de 36 a
87%. Ambas poblaciones BON y SM fueron mantenidas en condiciones de pastoreo semi-

extensivo.

Fuente de los Datos

Las muestras de ADN extraidas a partir de sangre y/o semen, se genotiparon en el
Laboratorio de Gendmica del C.I. Agrosavia Tibaitata siguiendo el protocolo Infinium HD
Assay (lllumina Inc., San Diego, CA, USA), al final del proceso para obtener los genotipos
cada chip fue escaneado en un equipo HiScan® y los datos generados se analizaron con
el software GenomeStudio (lllumina Inc.), que asigna los genotipos de cada SNP basado
en las diferencias de la sefial y la intensidad del color, y permite realizar una edicién
preliminar de los datos en términos de la calidad del genotipado (Call Rate y Gentrain).
Este procedimiento generd 58868 SNPs (Polimorfismo de nucle6tido Gnico) en la raza BON
y 57482 en la raza SM, estos SNPs provienen de 1.262 animales genotipados de la raza
BON y 742 de la raza SM, Tabla 4-1.
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Tabla 4-1. Animales genotipados de las razas BON y SM

Total
Raza 20KGeneSeek BovineSNP50K | llluminaSNP7K | general
BLANCO
OREJINEGRO 490 643 129 1262
SAN MARTINERO 418 198 126 742

De los 1.262 animales genotipados de la raza BON, 129 animales se genotiparon utilizando
el chip de baja densidad llluminaSNP7K, 490 animales con el chip 20KGeneSeek y 643
animales con el chip de media densidad BovineSNP50K. De los 742 animales de la raza
SM, 126 se genotiparon con el chip de baja densidad IlluminaSNP7K, 418 animales con el
chip 20KGeneSeek y 198 con el chip de media densidad BovineSNP50K. Los SNPs y sus
genotipos provenientes de los chips de 7K y 20K, fueron imputados al chip de 50K
utilizando el programa Fimpiute (Sargolzaei et al. 2014). Posterior a la imputacion, se
realizé control de calidad (Quality Control-QC) a los 58868 y 57482 SNPs disponibles en
las razas BON y SM respectivamente, utilizando el programa PLINK (Purcell et al. 2007).
Fueron excluidos SNPs, si el Call Rate o tasa de llamado era menor al 90%, si presentaban
una desviacién extrema del equilibrio Hardy-Weinberg (P <0.01) (por ejemplo, SNP en
cromosomas autosémicos que presenten ambos genotipos homocigotos, pero sin
heterocigotos), lo mismo para SNP con posicion gendémica desconocida, o si estaban
ubicados en cromosomas sexuales, también si eran monomorficos o si la frecuencia del
alelo menos comun (MAF) estaba por debajo de 0.03. Igualmente, se eliminé animales que
presentaban un Call Rate menor al 90% o con errores de pedigri o conflictos mendelianos
entre parientes. Del resultado de este proceso se lograron obtener 51283 SNPs
polimoérficos efectivos ubicados en cromosomas autosémicos para la raza BON y 49009

SNPs para la raza SM.

Anélisis estadistico

El analisis estadistico fundamentado en la comparacion del valor de varLD entre regiones
del genoma, de las poblaciones BON y SM, se realizdé en varias fases en las que
inicialmente se cuantific el LD utilizando la ecuacion de correlacion entre los alelos de dos
SNPs, luego se estimo el valor de la variacion del LD entre todas las regiones del genoma
utilizando arreglos matriciales obtenidos de la informacion de los SNPs utilizando el
programa varLD. La estandarizacion de los valores de varLD se realizé teniendo en cuenta

como punto de referencia el valor de los percentiles 99.99" y 99.9" (Pérez O’Brien et al.
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2014) estimados en las regiones del genoma en el cual se tiene en cuenta las medias y
varianzas obtenidas de los SNPs en todo el genoma Teo et al. (2009).

Cuantificacion del LD

r* es la medida por excelencia para evaluar la fuerza de la correlacion genética entre los
alelos de dos SNPs. r? cuantifica cuanto aumenta o disminuye el LD entre dos SNPs
reflejando, asi la direccion de la correlacion entre los dos SNPs por lo que r? es la medida
mas apropiada para comparar el LD (Teo et al. 2009). r? para dos SNPs bialélicos con los

alelos (A, a) y (B, b), se define como sigue

(Pag- PaPg)?

f'?: J— (_1 ) F{PAB<PAPB:I,.

P4Fs PePe
donde Pages la frecuencia del haplotipo AB; Pa, Pa, Pey Py, son las respectivas frecuencias
alélicas; el termino | (Pag <"a"s), denota un indicador de funcién que toma un valor de uno

cuando Pag <PaPgy de cero en caso contrario.

Valor de varLD en regiones, varLD regional.

El valor de varLD se obtiene a partir de la construccion de dos matrices simétricas de
correlaciones, M; y Mz una para cada poblacion, de modo que de la poblacion k se obtiene
Mk = Tk A Tk con columnas Tk que denotan los vectores propios de Mx. Ak €s una matriz
diagonal con entradas que comprenden los valores categorizados de Mk en orden
descendente. La puntacion de varLD se obtiene de la resta absoluta de las dos
diagonales |A1- A 'y la magnitud de esta puntuacion proporciona una medida del grado
de disimilitud entre las matrices de correlacion M; y M, este valor se utilizard para
cuantificar el alcance de las diferencias de LD regional en las dos poblaciones. Los
elementos de las matrices M; y M, se forman por ventanas consecutivas corredizas
superpuestas de 50 SNPs donde cada ventana consecutiva se obtiene moviendo la
ventana existente en la direccién de la cadena forward para un SNP. Para una particular
ventana de 50 SNPs, la (i, j) entrada en cada matriz representa el r2 entre SNP; y SNP;
(Teo et al. 2009). Por lo tanto, cada una de estas matrices representa efectivamente una
matriz de correlacién entre los SNP en la poblacion respectiva (Zaykin et al. 2006). Todos

estos calculos se realizaron en el programa varLD y graficados en R.

Significancia estadistica para cada ventana de L SNPs
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La significancia estadistica para cada ventana de L SNP se obtuvo con el procedimiento
no determinista de Monte Carlo con miras a evaluar la fuerza de la evidencia contra la
hipétesis nula de no haber diferencias en la estructura del LD en cada region de 50 SNP
(Krzanowski, 1993). La significancia por el procedimiento Monte Carlo es definida como
(M+1) / (Nier+1) donde M es el numero de valores de varLD obtenidas del esquema de
remuestreo y Nier €S el nUmero de combinaciones. Las combinaciones resultan de unir por
remuestreo los valores de r? de ambas poblaciones esto resulta en datos combinados con
reemplazo para producir dos poblaciones de igual tamafio, de esto podemos calcular el
valor de varLD y este valor se aplica en la prueba de significancia de Monte Carlo (M+1) /
(Niter+1) j (Teo et al. 2009).

Valor estandarizado de varLD

Debido a que la significancia estadistica puede ser afectada por la densidad de los SNPs
es aconsejable estandarizar el valor de varLD, para esto se toma como referencia los
percentiles 99.99" y 99.9" (Pérez O'Brien et al. 2014). Una vez calculadas las
puntuaciones de varLD estas se estandarizan utilizando la formula Si’= (si — E(s)) /Vvar(s),
donde E(s) y var(s) son las medias y varianzas a través de la coleccion de valores de todo
el genoma, para centrar la distribucion de las puntuaciones en torno a una media de cero
y una desviacion estandar de uno, lo que ayuda a evitar sesgos en las puntuaciones de
VarLD debido a las diferencias en el tamafio de las ventanas en términos de pares de
bases (pb) y las poblaciones que se comparan tienen diferentes niveles de fondo de LD.
El software utiliza ventanas deslizantes y se aplican ventanas de 50 SNPs siguiendo a Teo
et al. (2009). Se marc6 una ventana como una supuesta Huella de Seleccion (region HS)
si el puntaje S;’ 'fue mayor o igual al puntaje en el percentil 99.99 y en el percentil 99.9 de
todos los puntajes a través del genoma. La posicion central de la primera ventana en una
HS identificada se tom6 como el punto de inicio de una sefal, y la posicion final fue la mitad

de la ventana final en la HS.

Determinacién de huellas de seleccién

Determinar si existe 0 no barrido selectivo en una regién particular resulta relativamente
facil cuando los niveles de r? difieren enormemente, como en este estudio, el valor de varLD
estandarizado, S/, fue extremo, por tener mayores niveles de LD en esa region en

particular. Las diferencias del valor del LD en las regiones HS (huellas de seleccion),
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identificadas, se pueden notar en las gréficas de varLD estandarizado utilizando R. Solo
se presentan los gréaficos correspondientes a las regiones exploradas en detalle en este
estudio, junto con la representacion gréfica de las puntuaciones de VarLD en estas
regiones candidatas HS.

Identificacion de genes

Después de que se definieron las regiones candidatas HS, se tuvieron en cuenta detalles
como el cromosoma y la posicion media de las ventanas de inicio y final incluidas en el
pico. Luego, las regiones HS se clasificaron por la posicién en el cromosoma en bp. Para
identificar genes posiblemente asociados con las regiones HS, se comparé la posicién en
bp de las regiones a la posicion de los genes enumerados en la herramienta Ensembl
(Ensembl Biomart) se extrajo una lista de genes que tienen una posiciébn comun con las

regiones HS.

Anélisis funcional de los genes

El andlisis funcional de los genes mapeados se realizé por medio del sitio web de UniProt
(2019) y de GeneCards® (2019), que se usaron para verificar la informacién funcional de
los genes. Cuando no se encontrd informacion disponible para genes Bos taurus, se us6
anotaciones de genes ort6logos en humanos, ratas o ratones para proceder con el analisis
funcional, que permitio definir una lista de genes localizados dentro o en las proximidades

de las regiones de interés.

4.4. Resultados

Las HS fuertes se limitaron a regiones estrechas del genoma. Los picos mas distintivos se
observaron en los cromosomas 3, 5, 11, 15, 18, 23, 25 y 29 que muestran las diferencias
en las distribuciones de percentiles con puntajes de los percentiles de 0.01 y 0.1 mas altos
Tabla 4-2.

Tabla 4-2. Regiones, varLD, varLD estandarizado y genes.

i i varLD
Chr/Percentiles Regiones(bp) varLD Estandarizado Genes
Chr3
P 0.01 29.224.886 21.7 4.58
SYT6, OLFM3, HIPK1
21.6 4.54

POl 29.285.827
Chr5

P 0.01 55.085.241 20.3 4.13
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ATP23, CTDSP2.
P 0.1 55.582.258 20.2 4.10
Chril
P0.01 55.683.407 20.9 4.33
LRRML.
PO.1 55.443.099 20.8 4.30
Chr 15
P 0.01 24.184.623 21.8 4.61
ZW10 24.284.251-24.319.569
PO.1 24.186.798 21.3 4.45
Chri8
P 0.01 23.903.882 20.9 4.32
SLC6A2, CES1
PO.1 23.955.588 20.8 4.30
Chr21
P 0.01 26.990.623 20.3 4.15
CFAP161
PO.1 26.929.649 19.9 4.02
P 0.01 48.369.157 20.2 4.12
SSTR1
PO.1 48.313.773 19.9 4.01
chr23
P 0.01 39.339.694 23.9 5.24
DEK:  39.355.962-39.387.656
PO.1 39.354.709 23.9 5.22 KDM1B: 39.389.854-39.432.004
chr29
P 0.01 44.796.094 21.9 4.64
SPTBN2, RBM4B
PO0.1 44.707.685 21.8 4.59

Los cromosomas BTA3, BTAS, BTA1l, BTA15, BTA18, BTA21, BTA23, BTA25 y BTA29

presentaron valores de varLD estandarizados mas altos que el resto de cromosomas, con

valores iguales y superiores a 4 (Figura 4-1, Tabla 4-2, Anexo B) con picos indicando las

huellas de seleccion.

Figura 4-2. varLD estandarizado en todo el genoma
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Analisis de variacion en LD en todo el genoma en las razas BON y SM

varlLD standarizado

Cromosomas

Notese los picos (Huellas de Seleccion) mas altos correspondientes a valores de varLD estandarizado por
encima de 4.0 en los cromosomas 3, 5, 11, 15, 18, 23, 25y 29

En el cromosoma 3 se identificO una huella de seleccién (HS) entre 29.224.886 y
29.285.827 bp con valores de varLD estandarizado entre 4.54 y 4.58 en los percentiles
0.01y 0.1 (Tabla 4-2; Figura 4-2; Figura 4-2(a)). En esta region se encontraron anotaciones
para el gen SYT6 (Synaptotagmin 6) que actua en la sinapsis y en la regulacion de la
expresion del neurotransmisor dopamina (Uniprot, 2019). Esta hormona es un precursor
metabdlico de la noradrenalina y adrenalina que actlan en respuesta a situaciones
estresantes (Guyton and Hall, 2011). Rodeando esta HS a poco mas de 10 Kb, se
encuentran dos genes posiblemente asociados a esta HS, el gen OLFM3 (Olfactomedin-
like protein 3), localizado a 29.390.850-29.394.608 bp. aproximadamente a 16 Kb de esta
HS, altamente expresado en pulmones, que actua en el desarrollo multicelular temprano,
desarrollo embrionario y placentario y el gen HIPK1 (Homeodomain interacting protein
kinase 1), localizado a 29.399.611-29.449.947 bp. aproximadamente a 17.5 Kb de la HS,
altamente expresado en testiculos, de union al ATP, actividad de proteina quinasa, del
desarrollo de la estructura anatémica del ojo, diferenciacion neuronal y apoptosis (Uniprot,
2019) (Tabla 4-2, Anexo B).

Figura 4-3. Localizacion de la Huella de seleccion identificada en el cromosoma 3.
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La huella de seleccion identificada enmarcada en el rectangulo rojo presenta anotaciones para el gen SYT6. Indicando que
esta HS y los SNPs dentro de ella estan altamente asociados a este gen. También, muy cerca de esta HS se encuentran los
genes OLFM3 y HIPK1 aproximadamente a 16 y 17.5 Kb, respectivamente posiblemente asociados a esta HS.

Figura 4-4(a). Huellas de seleccion y varLD estandarizado del cromosoma 3.
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En el cromosoma 5 se identific6 una HS (Tabla 4-2; Figura 4-3; Figura 4-3(a)) entre
55.085.241 y 55.582.258 bp con anotaciones para el gen ATP23 (Mitochondrial inner
membrane protease ATP23) de actividad metaloendopeptidasa (hidrolisis de proteinas),
control de calidad de las proteinas (UniProt, 2019). Cerca de esta region se encuentra el
gen CTDSP2 (CTD (Carboxy-terminal domain, RNA polymerase Il, polypeptide A) small
phosphatase 2) localizado a 55.634.355-55-656.768 bp aproximadamente a 5.5 Kb,
posiblemente asociado a esta HS, altamente expresado en pulmén de actividad fosfatasa,
junto con las proteinas quinasas controlan la fosforilacion de muchas proteinas celulares
importante en los mecanismos de la actividad celular, también actua en la regulacion de la

transcripcion por la RNA polimerasa (Uniprot, 2019).

Figura 4-5. Localizacion de la Huella de seleccion identificada en el cromosoma 5.
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La huella de seleccion identificada enmarcada en el rectangulo rojo presenta anotaciones para el gen ATP23. Indicando que
esta HS y los SNPs dentro de ella estan altamente asociados a este gen. Muy cerca de esta HS se encuentra el gen CTDSP2
aproximadamente a 5.5 Kb, posiblemente asociado a esta HS.

Figura 4-6(a). Huellas de seleccion y varLD estandarizado del cromosoma 5.
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En el cromosoma 11 se identificd una HS entre 55.443.099 y 55.683.407 bp (Tabla 4-2;
Figura 4-4; Figura 4-4(a)) sin anotaciones para genes (Tabla 4-2, Anexo B). Sin embargo,
a una distancia aproximada de 230 Kb se encuentra el gen LRRTM1 (Leucine-rich repeat
transmembrane neuronal protein 1) localizado a 55.211.496-55.214.132 bp. posiblemente
asociado con esta HS. Este gen altamente expresado en cerebro, tiene fuerte actividad a
nivel pre y post sinapsis como respuesta a cambios de estimulos ambientales,
posiblemente implicado en mecanismos adaptativos (Voikar et al. 2013).
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Figura 4-7. Localizacion de la Huella de seleccion identificada en el cromosoma 11.
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La huella de seleccién identificada enmarcada en el rectdngulo rojo no presenta anotaciones para genes. Fuera del
rectangulo se encuentra el gen LRRM1 aprox. a 230 Kb, posiblemente asociado con los SNPs de esta HS.

Figura 4-8(a). Huellas de seleccion y varLD estandarizado del cromosoma 11.
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En el cromosoma 15 se identific6 una HS entre 24.184.623 y 24.186.798 bp sin
anotaciones para genes (Tabla 4-2; Figura 4-5; Figura 4-5(a); Anexo B). Sin embargo,
cerca de esta HS se encontr6 el gen ZW10 (Centromere/kinetochore protein zw10) a
24.284.251-24.319.569 bp que codifica para una proteina que se encarga del anclaje de
los cromosomas a los microtubulos, del movimiento y segregaciéon de los cromosomas
(Uniprot, 2019) (Tabla 4-2, Anexo B).

Figura 4-9. Localizacion de la Huella de seleccion identificada en el cromosoma 15.
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La huella de seleccion identificada enmarcada en el rectangulo rojo no presenta anotaciones para genes. Sin embargo, muy
cerca de esta HS se encuentra el gen ZW10 a 100 kb, posiblemente asociado a los marcadores identificados en esta HS.

Figura 4-10(a). Huellas de seleccion y varLD estandarizado del cromosoma 15.
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En el cromosoma 18 se identificé una HS entre 23.903.882 y 23.955.588 bp (Tabla 4-2;
Figura 4-6; Figura 4-6(a)) con anotaciones para los genes SLC6A2 (Transporter) y CES1
(Carboxylic ester hydrolase). SLC6A2 de actividad de transporte de dopamina dentro de
una neurona, la dopamina es una catecolamina neurotransmisora y precursor metabdlico
de noradrenalina y adrenalina que actua en respuesta a situaciones estresantes (Guyton
and Hall, 2011). Este gen se expresa altamente en pulmdén érgano de contacto directo con
los cambios medioambientales que generan estrés calorico. CES1 de actividad de
triglicérido lipasa en el proceso catabdlico de los lipidos (Uniprot, 2019) (Tabla 4-2, Anexo
B).

Figura 4-11. Localizacion de la Huella de seleccién identificada en el cromosoma 18.
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La huella de seleccion identificada enmarcada en el rectangulo rojo presenta anotaciones para los genes SLC6A2 y CES1
iindicando que esta HS y los SNPs dentro de ella estan altamente asociados a estos genes.

Figura 4-12(a). Huellas de seleccién y varLD estandarizado del cromosoma 18.
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En el cromosoma 21 se identificaron 3 HS, la primera se localizada entre 26.929.649 y
26.990.624 bp sin anotaciones para genes, pero cerca a esta region, aproximadamente a
9 Kb, se encuentra el gen CFAP161 (Cilia and flagella associated protein 161) poco
caracterizado en bovinos, esta asociado con motilidad espermética en humanos (Uniprot,
2019). La segunda localizada entre 48.313.773 y 48.369.157 bp con anotaciones para el
gen SSTR1 (Somatostatin receptor 1) de actividad inhibitoria de la hormona del
crecimiento, de la hormona estimulante del tiroides, del glucagén y de la insulina (Uniprot,
2019). La tercera HS fue localizada entre 48.594.114 y 48.651.030 bp (Tabla 4-2; Figura
4-7; Figura 4-7(a)), sin anotaciones para genes, sin embargo, a distancia 200 Kb se
identific6 el gen CLEC14A (C-type lectin domain family 14, member A) de unién a
carbohidratos de membrana interviene activamente en la migracion de células endoteliales
en la matriz extracelular para formar nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) (Uniprot,
2019) (Tabla 4-2, Anexo B).
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Figura 4-13. Localizacion de Huella de seleccién identificada en el cromosoma 21.
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La huella de seleccién identificada enmarcada en el rectdngulo rojo no presenta anotaciones para genes. Fuera del
rectangulo se encuentra el gen CFAP161 a distancia de 9 Kb. posiblemente asociado a los marcadores identificados en esta
HS.

Figura 4-14. Localizacion de Huella de seleccién identificada en el cromosoma 21.
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La huella de seleccion identificada enmarcada en el rectangulo rojo presenta anotaciones para el gen SSTR1. Indicando que
esta HS y los SNPs dentro de ella estan altamente asociados a este gen.

Figura 4-15. Localizacion de Huella de seleccién identificada en el cromosoma 21.
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La huella de seleccién identificada enmarcada en el rectangulo rojo no presenta anotaciones para genes. Fuera del
rectangulo se encuentra el gen CLEC14A a distancia 200 Kb posiblemente asociado a los marcadores identificados en esta
HS.
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Figura 4-16(a). Huellas de seleccion y varLD estandarizado del cromosoma 21.
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En el cromosoma 23 se identificd una HS entre 39.339.694 y 39.354.709 bp (Tabla 4-2;
Figura 4-8; Figura 4-8(a)) con valores de varLD estandarizado entre 5.0 y 5.1 sin
anotaciones para genes. Sin embargo, a distancia aproximada de 3.5 Kb muy cerca de
esta region a 39.355.962-39.387.656 bp, se encuentra el gen DEK (DEK protein) que actua
como reparador del DNA 'y el gen KDM1B (Lysine demethylase 1B), aproximadamente a 9
Kb a 39.389.854-39.432.004 bp de actividad de zinc finger, proteina que permite la union
al DNA de aminoécidos para iniciar la transcripcion por parte de la RNA polimerasa y de
actividad oxidorreductasa en respuesta al estrés oxidativo (Uniprot, 2019) (Tabla 4-2,
Anexo B). Estos genes posiblemente se encuentran asociados a esta HS.

Figura 4-17. Localizacién de Huella de seleccién identificada en el cromosoma 23.
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La huella de seleccién identificada enmarcada en el rectangulo rojo no presenta anotaciones para genes. Sin embargo, muy
cerca de esta HS se encuentran los genes DEK y KDM1B aproximadamente a 3.5 y 9 Kb respectivamente, posiblemente

asociados a los marcadores identificados en esta HS

Figura 4-18(a). Huellas de seleccion y varLD estandarizado del cromosoma 23.
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En el cromosoma 25 se identificé una HS entre 5.710.790y 5.792.213 bp (Tabla 4-2; Figura
4-9; Figura 4-9(a)) sin anotaciones para genes (Ensemble, 2019) (Tabla 4-2, Anexo B).

Figura 4-19. Localizacion de Huella de seleccion identificada en el cromosoma 25.
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La huella de seleccién identificada enmarcada en el rectdngulo rojo no presenta anotaciones para genes. Fuera del
rectangulo a distancias de mas de 1 Mb no se muestran genes.

Figura 4-20(a). Huellas de seleccion y varLD estandarizado del cromosoma 25.
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En el cromosoma 29 se identificé una HS entre 44.707. 685 y 44.796.094 bp (Tabla 4-2;
Figura 4-10; Figura 4-10(a)) con anotaciones para los genes SPTBN2 (Spectrin beta chain)
y RBM4 (RNA-binding protein 4). SPTBN2 Union a actina y fosfolipidos, transporte de
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vesiculas y organulos, migracion celular en el desarrollo embrionario, actividad de ATPasa,
contraccion muscular, reparacion de heridas, control de la expresion génica, aumento en
tamafio o en masa de un completo organismo multicelular. RBM4 (RNA-binding protein 4),
actividad de zinc finger, regula la transcripcion del mRNA, actividad de factor que se une
al mMRNA para corte y empalme, regulacién circadiana de la transcripcion, disminucion de

la transcripcion por respuesta a estrés (Uniprot, 2019) (Tabla 4-2, Anexo B).

Figura 4-21. Localizacion de Huella de seleccién identificada en el cromosoma 29.
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La huella de seleccion identificada enmarcada en el rectangulo rojo presenta anotaciones para los genes SPTBN2 y RBM4,
iindicando que esta HS y los SNPs dentro de ella estan altamente asociados a estos genes.

Figura 4-22(a). Huellas de seleccion y varLD estandarizado del cromosoma 29.
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4.5. Discusion

El estudio de la variacién de los patrones del LD (varLD) en todo el genoma permite
identificar regiones candidatas (huellas de seleccion) bajo seleccidon positiva y genes
relacionados al desempefio productivo y de adaptacion de las razas criollas colombianas
en estudio. El método varLD tiene gran potencial para capturar seleccion reciente que se
manifiesta en valores altos de LD en regiones estrechas en todo el genoma que
experimentan barrido selectivo (selective seweep) (Pérez O’Brien et al. 2014). Estudios
sobre LD en poblaciones de ganado han demostrado que su LD es mucho méas extenso
gue en especies como la humana. Las poblaciones humanas que han sido analizadas
(Ardile et al. 2002; Wall and Pritchard, 2003; Hee, O.T, 2012), presentan extensiones y
patrones del LD muy similares, con muy pocas diferencias solo en limitadas regiones. Las
poblaciones de bovinos difieren de las humanas porque presentan un tamafo efectivo de
poblacion méas pequefio y experimentan fuerte seleccién reciente por la formacion de razas
y estar constantemente sometidas a seleccién artificial y a tecnologias reproductivas
avanzadas con el propésito de superar el desempefio productivo de leche y carne, de
adaptacion y el desempefio reproductivo (McKay et al. 2007; Khatkar et al. 2008), lo cual
mantiene los valores altos de LD, esto hace valioso las comparaciones del LD entre razas
de ganado (Bovine Hapmap consortium, 2009). En ausencia de seleccion, el LD se rompe
rapidamente hasta decaer a valores muy por debajo de 0.3 en cambio, la seleccién natural
o artificial de regiones del genoma y alelos benéficos incrementa el LD entre alelos
hitchhiking (genes neutrales que se hallan ligados a una nueva mutacion) (Li et al. 2017).
En general el patron de decaimiento del LD es que decae a distancias de 100 Kb. Bejarano,
(2016) en su estudio de decaimiento de LD en las razas criollas ROMO y BON present6
que el valor promedio del LD en la raza ROMO fue de r> = 0.3 a una distancia de 100Kb,
mientras que la raza BON mostrd una caida mas rapida, alcanzando este mismo valor a
una distancia de 70Kb. En otras razas taurinas de leche y carne, se han reportado valores
de r? = 0,3 a distancias menores o iguales a 30 Kb (Bolormaa et al. 2011b; Larmer et al.
2014), sin embargo, en ganado Holstein Sargolzaei et al. (2008) encontré valores 6ptimos
de LD a distancias cercanas a 100 Kb, lo que coincide con los resultados encontrados en

el estudio de Bejarano, (2016) para las razas Criollas BON y ROMO.

En el presente estudio se presentd valores altos de LD en ciertas regiones (huellas de
seleccion) de los cromosomas 3, 5, 11, 15, 18, 23, 25 y 29 con valores de varLD

estandarizado entre 4.01y 5.24 en los percentiles 0.1 y 0.01. De estas huellas de seleccion
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identificadas, solo en los cromosomas 3, 5,18, 21 y 29 se encontraron genes de ubicacién
exacta dentro de estas regiones, mientras que en el resto de cromosomas los genes
encontrados estaban ubicados fuera de estas regiones, algunos muy cerca (BTA23), otros

muy alejados (BTA21) y en algunos sin anotaciones para genes (BTA25).

En estudios de varLD en razas bovinos Bos taurus de carne italianas Marchigiana y
Piemontese, Sorbolini et al. (2015) reportaron huellas de seleccién con valores mayores
de 4 de varLD estandarizado en BTA5, BTA11, BTAL15, BTA18 y BTA23. En otro estudio
de varLD en bovinos Bos indicus y Bos taurus de carne y leche, Pérez O’Brien et al. (2014)
reportaron huellas de seleccion en los cromosomas BTA3 y BTA5 con valores de varLD
estandarizado de 4.5 a 5.4 en el percentil 0.1 y 5.6 a 7.6 en el percentil 0.01. Kukuckova
et al. (2017) determinaron regiones candidatas bajo seleccion positiva en bovinos
europeos Bos taurus, Holstein, Simmental, Charolais entre otros con la metodologia varLD,
con valores de varLD estandarizado mayores de 4 en los percentiles 0.1 y 0.01 en los
cromosomas 7, 9, 11, 14, 20 y 24. En especies diferentes a la bovina, Li et al. (2017)
determinaron por varLD, huellas de seleccién en cerdos, en los cromosomas 7, 9, 13y 14
en el percentil 0.1. Urbinati et al. (2016) determinaron huellas de seleccién en bovinos de
carne de la raza brasilera Canchim por el método iHS, presentando los cromosomas 5 y
14 con regiones gendmicas conservadas. Estos resultados muestran la marcada
persistencia de ciertos cromosomas en presentar huellas de seleccién en las diferentes
razas de bovinos e inclusive en diferentes especies como las porcina, quiza esto se pueda
explicar como una tendencia conservada de cromosomas especificos a presentar

seleccion positiva mas que el resto.

En el presente estudio en BTA3, dentro de la HS identificada, se encontraron anotaciones
para el gen SYT6 (Synaptotagmin 6) que actua en la sinapsis y en la regulacién de la
expresion de dopamina (Uniprot, 2019). La dopamina es un precursor de la adrenalina y
noradrenalina implicadas en la fisiopatologia del estrés en la activacion del eje hipotalamico
adrenal (Guyton and Hall, 2011). Este gen ha sido reportado por su actividad en la
exocitosis del acrosoma de espermatozoides humanos (Michaut et al. 2001) y participacion
en el sarcoma sinovial pulmonar humano (Li et al. 2019), pero no se tienen reportes en
bovinos, en los cuales quiza intervenga en procesos reproductivos y en respuestas a
situaciones ambientales estresantes. Rodeando esta HS, alrededor de 10 Kb, se

encuentran los genes OLFML3 y HIPK1.
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OLFML3 (Olfactomedin-like protein 3) interviene en el desarrollo embrionario temprano y
placentario, indicando su participacion en procesos reproductivos. Este gen ha sido
reportado en el desarrollo del musculo esquelético prenatal en porcinos (Zhao et al. 2012),
en glaucoma en perros de la raza Border Collie (Pugh et al. 2019) y en el desarrollo
embrionario (Zeng et al. 2005). HIPK1 (Homeodomain interacting protein kinase 1) ha sido
reportado por su posible implicacion en el mejoramiento de la productividad celular
entendido como mejoramiento en la produccion de proteinas (Inwood et al. 2018). Estos
dos genes, posiblemente estén asociados por su cercania con la HS identificada. OLFML3,
por su actividad en el desarrollo embrionario temprano y del musculo esquelético,
posiblemente esté implicado en mecanismos productivos y reproductivos en bovinos.
HIPK1, posiblemente influya positivamente en los mecanismos de produccién de carne y

leche en bovinos.

En otro estudio sobre huellas de seleccién en bovinos de la raza Roja Polaca utilizando la
metodologia de distancias pareadas Fst, Gurgul et al. (2019) identificaron una HS en BTA3
a 32.5 a 32.9 Mb muy cerca de la region identificada en el presente estudio y dentro de
una gran region de este cromosoma en fuerte desequilibrio de ligamiento con estructura
haplotipica extendida que indica reducida variacién genética originada por la presion de
seleccion, en la cual encontraron anotaciones para los genes LRIF1 (Ligand-Dependent
Nuclear Receptor Interacting Factor 1), CD53 (Cell Surface Glycoprotein CD53) y KCNA3
(Potassium Voltage-Gated Channel Subfamily A Member 3). Estos genes fueron
reportados por estos investigadores con posible conexion a mecanismos reproductivos del
macho especialmente LRIF1 ligado a espermatogénesis y fertilidad y en respuestas del

sistema inmune,

Pérez O’Brien et al. (2014), utilizando la metodologia de varLD, reportaron el gen FFP
(Farnesyl pyrophosphate synthase) en BTA3 que interviene en el metabolismo de los
lipidos en bovinos de carne de razas taurinas e indicas, segln estos investigadores la
sintesis de lipidos es una funcion fisiolégica muy importante para la produccion de leche y
carne de vacuno y las razas taurinas e indicas han sido seleccionadas intensivamente para

estas caracteristicas en las Ultimas décadas

En BTAS se identificé una HS entre 55.085.241 y 55.582.258 pb. Dentro de esta region se

encontré anotaciones para el gen ATP23 de actividad de metaloendopeptidasa, ha sido
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reportado en levaduras, humanos y otros mamiferos que por su actividad de proteasa, esta
implicado en la protedlisis de proteinas intracelulares como también en la cadena
respiratoria de la mitocondria cumpliendo multiples funciones celulares en las cuales estan
implicados alelos sensibles a la temperatura que afectan la conversion de oxigeno en agua
por la enzima citocromo oxidasa causando deficiencia en la cadena respiratoria, esta
deficiencia es corregida por mutaciones del gen que codifica para la citocromo oxidasa,
mecanismo asociado al gen ATP23 (Zeng et al. 2007), por lo que posiblemente interviene

en procesos adaptativos.

Pitt et al. (2019) identificaron una huella de seleccibn en BTA5 entre 195.000.000 y
200.000.000 bp en su estudio sobre huellas de seleccion en las razas criollas colombianas
Costefilo con Cuernos, Romosinuano y Sanmartinero, utilizando la metodologia de
distancia pareadas Fst, en la que encontraron anotaciones para el gen ATP2B1 implicado
en mecanismos adaptativos de resistencia a garrapatas; igualmente en este cromosoma
ellos encontraron otra HS utilizando la metodologia de homocigocidad haplotipica XP-EHH
en la que encontraron anotaciones para los genes LYZ, CPSF6 y SNORA44, implicados
en procesos reproductivos y de produccion de carne y leche.

Cerca de la HS identificada en el presente estudio en BTA5, se encontré anotaciones para
el gen CTDSP2 (CTD (Carboxy-terminal domain small phosphatase 2) a 55.634.355-
55.656.768 pb. de actividad fosfatasa indispensable para la progresioén del ciclo celular,
gen reportado por Kloet et al. (2015) en ratones y humanos cuya expresion es controlada
por células FOXO (Forkhead box), implicado en la en la inhibicion de algunos tipos de
cancer en humanos y en homeostasis de la energia celular, esta Gltima funcién

posiblemente influya en mecanismos productivos.

Cerca de la HS identificada, también en BTA5, Pérez O’Brien et al. (2014), reportaron el
gen LEMD3 (LEM domain containing 3) en razas indicas de carne a 48.5-49.1 Mb utilizando
la metodologia de varLD. Este gen fue detectado como un barrido selectivo en la raza Gyr,
es un represor especifico del receptor del factor de crecimiento transformante beta (TGF-
beta) y participa en la regulacién negativa de la diferenciacion de la célula del musculo
esquelético. En los seres humanos, las mutaciones que conducen a la pérdida de la funcién

de este gen se asocian con enfermedades que causan lesiones 6seas esclerosantes y una
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mayor densidad 6sea, como la osteopoikilosis, presentado como un gen implicado en

mecanismos productivos.

Igoshin et al. (2019) identificaron huellas de seleccion y genes asociados a mantenimiento
de la temperatura corporal en bovinos siberianos sometidos a estrés por frio utilizando la
metodologia de combinaciéon de cuatro estadisticos (Homocigocidad haplotipica H1,
Homocigocidad haplotipica H12, Tajima’s D index y Diversidad nucleotidica Pi) tomando
los p-value producto de la correlacion de la matriz de correlaciones entre los 4 estadisticos
y convertidos en g-values. Identificaron asi una HS en BTAS la cual incluia los genes
MEF2A (myocyte enhancer factor 2A) implicado en aclimatacién en peces (Scott et al.
2012) y NBEA (Neurobeachin) asociado a mantenimeinto de la temperatura corporal entre

los rangos normales durante el estrés calorico (Howard et al. 2014).

Dikmen et al. (2013) en su estudio de asociacidon gendémica en vacas Holstein americanas
sometidas a estrés calorico, reportaron un gen de la familia de los trasportadores de
solutos, el SLCO1C1 (portador de soluto, transportador de aniones organicos, miembro
1C1) en BTAS5, en seres humanos, SLCO1C1 media en el transporte de alta afinidad
independiente de Na++ de tiroxina y triyodotironina.

En BTA11l no se encontraron genes anotados en la HS identificada. Sin embargo, a
distancia de aproximadamente 200 Kb se identifico el gen LRRTM1(Leucine-rich repeat
transmembrane neuronal protein 1) entre 55.211.496 y 55.214.132 pb. posiblemente
asociado a la dicha HS. Este gen ha sido reportado en humanos por Beste et al. (2018),
COMO un gen gue se expresa casi exclusivamente en cerebro implicado en la organizaciéon
de la sinapsis, al nivel pre y post sinapsis, en el control de procesos cognitivos, asimetria
cerebral funcional y esquizofrenia. Segun Oczkowicz et al. (2018), este gen es de
expresion bialelica en cerebro de cerdos. Voikar et al. (2013) reportaron este gen implicado
en sindrome neuropsiquiatrico en ratones, expresandose en tdlamo, hipocampo y corteza
limbica, zonas del cerebro que generan conductas anormales como respuesta a cambios
medioambientales estresantes como la claustrofobia. Posiblemente este gen intervenga

en mecanismos adaptivos en bovinos.

Pitt et al. (2019) identificaron una huella de seleccion en BTA1l entre 105.500.001 y

106.000.000 bp utilizando la metodologia de distancia pareadas Fst, en la que encontraron
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anotaciones para los genes LRRC26 y SLC34A3 implicados en mecanismos adaptativos.
Kukuckova et al (2017) determinaron huellas de seleccién por la metodologia varLD en
diferentes razas de bovinos europeos reportando una HS en BTAL1l a 59.04-63.13 Mb
cerca de la HS identificada en el presente estudio, identificando el gen MAP3K7 en el
percentil 0.01" asociado a eficiencia alimenticia y crecimiento, lo cual indica su

participacién en mecanismos productivos.

En BTA 15 en la HS identificada a 24.184.623-24.186.798 bp no se encontraron genes
anotados, sin embargo, cerca de esta regidén aproximadamente a 100 Kb, se identifico el
gen ZW10 (Centromere/kinetochore protein zwl0) entre 24.284.251 y 24.319.569 bp,
posiblemente ligado a esta HS. Este gen ha sido asociado con enfermedad congénita del
corazon (Sun et al. 2017) y con el sindrome de Roberts en humanos (Musio et al. 2004).
El gen tiene actividad de anclaje de los cromosomas a los microtubulos, movimientos
cromosomicos durante la division celular, movimiento y segregacion de los cromosomas
(Uniprot, 2019).

En BTA 18, en la HS identificada se encontraron los genes SLC6A2 (Transporter) y CES1
(Carboxylic ester hydrolase). SLC6A2 transporta dopamina dentro una neurona, es
altamente expresado en pulmén. La dopamina es una catecolamina neurotransmisora y
precursor metabdlico de noradrenalina y adrenalina, hormonas presentes en respuesta a
estrés (Uniprot, 2019). Muchos genes expresados en este érgano tienen relacion con la
respuesta a situaciones estresantes, a este respecto Zhang et al. (2016) reportaron
polimorfismos del gen SLC6A2 asociados con estrés post traumatico en combatientes
veteranos de guerra. Polimorfismos y metilacion de este gen han sido asociados con
suicidio en pacientes humanos, panico y sindrome depresivo profundo (Kim et al. 2014;
Bayles et al. 2013).

El gen CESL1 esta implicado en el metabolismo de los lipidos. En bovinos no hay reportes
sobre este gen. Sorbolini et al. (2015) reportaron el gen LCAT (Lecithin-cholesterol
acyltransferase) identificado por el método varLD en el BTA18, en vacas italianas de carne

tipo Bos taurus, gen que interviene en homeostasis del colesterol.

Maiorano et al. (2018), determinaron huellas de seleccion por las metodologias iHS, Fsty

XP-EHH en bovinos de la raza Gyr en Brasil en los dos subtipos de esta raza de produccién
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de leche y carne. En una region gendmica XP-EHH significativa en BTA18 a 54.862.897-
54.863.397 bp lejos de la HS identificada en el presente estudio, identificaron el gen
SLC8A2 de la familia de transportadores de soluto similar al gen SLC6A2 identificado en
el presente estudio, implicado en respuestas a situaciones ambientales estresantes, por lo

tanto, en mecanismos adaptativos.

En BTA21 se identificaron 3 HS, con anotaciones para los genes CFAP161 (Cilia and
flagella associated protein 161), SSTR1 (Somatostatin receptor 1) y CLEC14A (CLEC14A
(C-type lectin domain family 14, member A). CFAP161 se identificé cerca de la primera HS.
Se tienen pocos reportes de este gen en la literatura, McClintock et al. (2008) evidenci6
gue la proteina codificada por este gen presente en las células ciliadas, esta implicada en
la motilidad espermatica y movimientos de fluidos de ratones y otros mamiferos incluido el

humano. Posiblemente intervenga en mecanismos reproductivos en bovinos.

En la segunda HS, dentro de ella, se identificd el gen SSTR1 de actividad de receptor de
la somatostatina, hormona peptidica que regula el sistema endocrino. Este gen fue
reportado por Zhao et al. (2018) que codifica para el receptor de somatostatina implicado
en la expresion de caracteristicas productivas de crecimiento en ovejas Romney de Nueva
Zelanda, porque juega un papel importante en la regulacién de la hormona del crecimiento.
Las caracteristicas productivas de peso al nacimiento, peso al destete y peso de las
canales fueron evaluadas por estos autores y evidenciaron que la expresion del gen
SSTR1 afecta favorablemente y desfavorablemente estas caracteristicas, segun las
variantes alélicas que presente el gen. En otro estudio, Wang et al. (2006), reportaron que
la ablacion de este gen en ratones resulta en alteracion en la homeostasis de la glucosa
por aumento exagerado de los niveles de insulina. Todos estos antecedentes ubican este
gen como un fuerte gen candidato implicado en mecanismos de produccion de carne y

leche en bovinos.

Por dltimo, cerca de la tercera huella identificada se encontré el gen CLEC14A (C-type
lectin domain family 14, member A) implicado en la formacién de nuevos vasos sanguineos
(angiogénesis) (Uniprot, 2019). Li et al. (2017) identificaron huellas epigenéticas,
metilacion aberrante del DNA, en pacientes humanos con carcinosarcoma uterino. La
hipermetilacion de promotores del gen CLEC14A esta asociada con vascularizacion del

tumor. En bovinos no se tienen reportes sobre la funcionalidad del gen CLEC14A, sin
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embargo, por su actividad en angiogénesis, posiblemente interviene en mecanismos

productivos.

Sevane et al. (2018) en su estudio del papel de la regulacién epigenética sobre los
procesos adaptativos en ganado criollo colombiano y sus ancestros ibéricos comparando
los metilomas entre estas razas, reportaron 12 genes en una region hipermetilada del
cromosoma 21 de bovinos criollos colombianos costefio con cuernos y Sanmartinero,
relacionados con componentes celulares de membrana. Muchos de estos genes
hipermetilados estan implicados en procesos inmunes contra infecciones y parasitos

importantes en los mecanismos adaptativos.

Pitt et al. (2019) identificaron dos huellas de seleccion en BTA21 entre 16.500.000 and
17.000.000 bp y entre 29.500.000 y 30.000.000 bp en su estudio sobre huellas de seleccion
en las razas criollas colombianas Costefio con Cuernos, Romosinuano y Sanmartinero,
utilizando la metodologia de distancia pareadas Fst. En la primera encontraron
anotaciones para los genes U6 y KLHL25 que intervienen en procesos productivos,
reproductivos y de susceptibilidad a tuberculosis y en la segunda los genes PCSKE6,

SNRPA1 implicados en procesos reproductivos.

Maiorano et al. (2018), determinaron una region genémica XP-EHH significativa en BTA21
a 57.532.846-57.533.346 bp cerca de la HS identificada en el presente estudio,
identificaron el gen SLC24A4 de la familia de transportadores de soluto similar al gen
SLC6A2 identificado en el presente estudio, implicado en respuestas a situaciones

ambientales estresantes, por lo tanto, en mecanismos adaptativos.

En BTA23 se identifico una HS entre 39.339.694 y 39.354.709 bp sin anotaciones para
genes. Sin embargo, a distancia aproximada de 3.5 Kb muy cerca de esta regiéon a
39.355.962-39.387.656 bp, se encuentra el gen DEK (DEK protein) que actua como
reparador del DNA y el gen KDM1B (Lysine demethylase 1B), aproximadamente a 9 Kb a
39.389.854-39.432.004 bp de actividad de zinc finger, proteina que permite la union al DNA
de aminoacidos para iniciar la transcripcion por parte de la RNA polimerasa y de actividad
oxidorreductasa en respuesta al estrés oxidativo. Estos genes posiblemente se encuentran
asociados a esta HS. El gen DEK es un oncogén ampliamente reportado en carcinomas
hepaticos humanos (Lee et al 2019), supresion de la apoptosis y desarrollo de tumores
pulmonares (Zu et al. 2017) promotor del metabolismo celular y la glicolisis (Matrka et al.

2017) y como regulador de la hematopoyesis (Capitano and Broxmeyer, 2017). No hay
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reportes en bovinos de este gen, por estar implicado en reparacién del DNA en bovinos,
posiblemente participe en la reparacion del DNA en estrés oxidativo y otros tipos de estrés

0 reacciones metabdlicas que dafian el DNA.

El gen KDM1B es ampliamente reportado en humanos y animales. En humanos se ha
asociado con el cancer de pecho (Chen et al. 2017). Fellouset al. (2019) relacionan la
metilacién de las histonas de este gen con el desarrollo y reproduccion de peces de
manglares que se auto fecundan. También se ha reportado con el peso de los testiculos
en lechones (Cui et al. 2018). Por lo anotado aqui el gen KDM1B est4 implicado en
diferentes procesos cancerigenos en humanos, y en respuesta a estrés oxidativo y en
mecanismos reproductivos en animales, lo que lo convierte en un gen candidato en

desempefiar un valioso papel en procesos de adaptaciéon y reproduccion.

En BTA25 se identifico una HS entre 5.710.790 y 5.792.213 bp en la cual no se encontraron
anotaciones para genes dentro de esta region tampoco en regiones circundantes.

En BTA29 se identificé una HS y dos genes contenidos en ella, SPTBN2 (Spectrin beta
chain) y RBM4 (RNA-binding protein 4). SPTBN2 fue reportado por Wang et al. (2014)
implicado en ataxia cerebelar en humanos. Forman et al. (2012) identificaron una mutacién
(delecion) de este gen implicada en degeneracion neonatal cerebelar en perros de la raza
Beagle. En bovinos no se tienen reportes sobre este gen, posiblemente su expresion afecte
negativamente el desarrollo muscular y por lo tanto interfiera negativamente en
mecanismos productivos. El gen RBM4, es reportado por Lin et al. (2013) por su actividad
endocrina en promover la diferenciacion de células pancreéticas (islotes de Langerhans) y
en la diferenciacion de células musculares. Aunque no se tienen reportes en bovinos,
ambas actividades pueden influir positivamente en el desempefio productivo de esta

especie.

4.6. Conclusion

Los valores altos de varLD entre regiones gendémicas obtenidos en este trabajo indican
fuerte seleccién reciente que actua en estas regiones con fines adaptativos, productivos y
reproductivos porque los alelos benéficos seleccionados se fijan en la poblacién
aumentando su frecuencia. En procesos donde la seleccién natural o artificial no actua el

LD de ligamiento se rompe rapidamente a través de las generaciones disminuyendo asi
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los valores en su variacion. Este estudio ayuda a explicar la arquitectura genética
conformada para procesos productivos, reproductivos y de adaptacién. Los diferentes
genes identificados en estas regiones seleccionadas consistentes con otros trabajos de
investigacion intervienen en los diferentes procesos biolégicos de produccion,
reproduccién y adaptacion y pueden ser utilizados en programas de seleccién y

conservacion de las razas criollas colombianas contempladas en el presente estudio.
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5.Conclusiones y recomendaciones

5.1.Conclusiones

A través de la estimacion de componentes de varianza se logré estimar la heredabilidad
para caracteristicas reproductivas y de adaptacion de las dos poblaciones en estudio
indicando el control que ejercen los genes en la expresion de estas caracteristicas. Las
heredabilidades de bajas a moderadas en algunas de las caracteristicas, se convierten en
un aporte importante en la toma de decisiones relacionadas con la seleccion de animales
y mejoramiento de las condiciones ambientales para mejorar niveles de produccién. La
adaptacion histérica presente en las razas criollas de estudio se logré demostrar con estos
resultados puesto que estas razas expresan su potencial reproductivo y adaptativo bajo

sistemas de produccioén tropical no mejorados ambientalmente.

El andlisis de asociacién genémica realizado en este estudio permitid la identificacién de
regiones gendmicas y genes con efecto significativo en el control de las caracteristicas de
reproduccion y adaptacion. Algunos de los genes hallados aqui han sido reportados
previamente en otros estudios de asociacion, otros en cambio hacen parte de nuevos
hallazgos a ser tenidos en cuenta como aporte importante en los programas de seleccién

y mejoramiento genético.

El enfoque de variacion del desequilibrio de ligamiento en las regiones del genoma, es una
herramienta (til en la determinacion de huellas de seleccién o regiones del genoma fijadas
o casi por fijar con efecto positivo en adaptacion y reproduccién, como se logré demostrar
en este estudio, en cuyas regiones se identificaron genes asociados a adaptacién y
caracteristicas reproductivas.

Finalmente, todos estos hallazgos permiten conocer la arquitectura genética de estas
poblaciones util en la implementacion de programas de conservacion y mejoramiento

genético de las razas criollas colombianas.
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5.2.Recomendaciones

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacidén se convierten en motivacion para
gue se lleven a cabo investigaciones de este tipo en otras razas de bovinos o en otras
especies relacionadas con las caracteristicas de interés planteadas con el propdésito de
realizar programas de mejoramiento genético incluyentes en el sector productivo pecuario
nacional o internacional. Se recomienda continuar explorando la conformacién genética de
las poblaciones de bovinos en Colombia y en el mundo utilizando las metodologias
estadisticas aplicadas en este estudio por ser eficientes en la produccién de resultados

claramente aplicables en los programas de mejoramiento genético.
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Anexo A 1. Genes asociados a regiones genomicas con mayor cantidad de varianza
genética identificadas en el GWAS
BTA Ventana Raza | Rasgo %gVar Genes Funcion
QTL (bp)
GIPC2 Altamente expresado en rifiones.
(PDZ domain-containing protein Gen aun no bien caracterizado en
66.486.992- GIPC2) bovinos, en humanos se presume
3 0.13 actla a nivel de sistema inmune.
66.554.349
ENSBTAG00000050046 No caracterizado
RAB21 Codifica para una proteina de
5 1,339 951- 017 (Ras-related protein Rab-21 union a GTP de act|V|dz_:1§i GTPasa,
. implicada en la traduccién de
1.419.707 < -
sefiales, en la adhesion celular y
BON CA en el crecimiento de neuronas.
98.485.273- )
7 0.15 Sin genes anotados -
98.534.197
97.968.235- .
8 0.13 Sin genes anotados -
98.056.575
103.612.265- .
9 0.19 Sin genes anotados -
103.700.559
40870573- )
27 0.13 Sin genes anotados -
40951386
PATJ (83.55.891-83.936.160) Polaridad celular altamente
(Crumbs cell polarity complex expresado en rifion.
component).
83.833.592-
3 SM CA 0.13 o
83.952.776 TM2D1 (83.947.667-83.996.285) Actividad de receptor acoplado a
(TM2 domain containing 1) proteina G, via de sefializacion en
apoptosis altamente expresado en
rifion.
Activador e inhibidor de proteinas
RPTOR (51.687.441-52.010.821) quinasas, unién al complejo de
51.767.412- (Regulatory associated protein of mtor | factor de transcripcién, regulaciéon
19 SM CA 0.14 )
51.842.200 complex 1) del tamafio celular, mediador de
sefiales moleculares, altamente
expresada en corazon.
ABHD10 Actividad de Serina hidrolasa,
(Mycophenolic acid acyl-glucuronide hidroliza compuestos glicosilados
esterase, mitochondrial)
1 56.648.072- | BON HTC 0.15 Altamente expresado en cerebro.
56.778.172 TAGNL3 Codifica para proteina de union a
(Transgelin 3) filamentos de actina.
PHLDB2 Altamente expresado en rifion.

(Pleckstrin homology like domain
family B member 2)

Interviene en el metabolismo de los
lipidos, en la via de la traduccién
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de sefiales, en la transcripcion del
DNA. Caracterizada en humanos y
otras especies.
PUM1 Altamente expresado en pulmén.
. - . Caodifica para una proteina de
122.461.245- (Pumilio mg&‘;‘l’;”g family unién aun microRNA (MiRNA)
2 122 551 247 0.18 implicada en la regulacién del ciclo
T celular, en la segregacion de los
cromosomas y en la
espermatogénesis.
12 | 2947397- BON HTC 0.13 ENSBTAG00000048324 No caracterizado
2991581
» 41.635.295- 0.16
21.872.77 - Sin genes anotados
14.170.863- Sin genes anotados
23 0.20
14.246.801
ARMH2 No caracterizado
(armadillo-like helical domain
containing 2)
Altamente expresado en bazo.
GMNN Codifica para una proteina de
(GMNN protein) unién a la cromatina, Interviene
P como supresor de la transcripcion
y del ciclo celular.
23 gggggégg 0.13 C23HEORF6E2 Altamente expresado en bazo. No
(Chromosome 6 open reading frame caracterizado
62 ortholog) Altamente expresado en rifién.
ACOT13 Actividad de acil CoA hidrolasa.
(Acyl-CoA thioesterase 13)
Altamente expresado en colon.
TDP2 Reparacion del DNA, union al ion
) . magnesio, desarrollo neuronal.
(Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 2) Actua como regulador en la
biogenesis del ribosoma durante el
estrés celular.
SM HTC 0.0 0.0 -
ENSBTAG00000001297 Actividad de transporte
2 127626236- 0.13 (LOC282685) transmembrana de amonio.
127645905 ' (Rhesus-like protein)
BON EPP RF00026 Rfam es un grupo de
(Familia de ribonucleoproteinas ribonucleoproteinas que
spliceosomales) intervienen en el corte de intrones
y empalme de los mRNA.
> | 127.646.623- 0.23
127.653.392 ’ ENSBTAG00000001297 Actividad de transporte
transmembrana de amonio.
(LOC282685)
(Rhesus-like protein)
TMEMS50A Transporte de vacuolas. En
(Transmembrane protein 50A) humanos actlia como supresor de
2 127.653.946- 017 tumores.
127.664.126 :

ENSBTAG00000001297

Actividad de transporte
transmembrana de amonio.
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93.404.723-

(LOC282685)
(Rhesus-like protein)

Sin genes anotados

93.506.193 016 )
CTDSPL2 Altamente expresada en testiculos.
(CTD small phosphatase like 2) Intervienen regulando la actividad
celular a través del control de
fosforilacion de proteinas por
proteinas quinasas.
EIF3J Factor de iniciacion de la
(Eukaryotic translation initiation factor | traduccién de proteinas.
3 subunit J) Diferenciacion, proliferacién celular
BON EPP y apoptosis.
SPGI1 Altamente expresado en bazo.
10 102.935.702- 0.13 (SPG11, spatacsin vesicle trafficking Caracterizado en humanos
103.048.273 ' associated) relacionado con la paraplejia
espastica.
RF00026
(Familia de ribonucleoproteinas Rfam €s un grupo de
. ribonucleoproteinas que
spliceosomales) . . .
intervienen en el corte de intrones
y empalme de los mRNA.
RF0020 Rfam es un grupo de
(Familia de_- ribonucleoproteinas ribonucleoproteinas que
spliceosomales) . . .
intervienen en el corte de intrones
y empalme de los mRNA.
SLC6A16 Interviene en la trasmision de
(Solute carrier family 6 member 16) impulsos nerviosos por el sistema
de transferencia de un soluto
(Na++) de un sitio a otro de la
membrana.
e e
18 | 55.779.877- 0.14 (TEA domain transcription factor 2) Morfogénesis del corazon
55.831.611 ) embrionario. Desarrollo del
mesodermo. Vasculogenesis.
Diferenciacion celular.
CD37 Altamente expresado en bazo.
h Actividad de receptor en la via de
(Leukocyte antigen CD37) . ~
traduccion de sefiales
8 97.989.840- 014 ENSBTAG00000048201 Transcripto:
98.097.344 ' ENSBTAT00000065177.2
PKIA Inhibidor de proteina quinasa
(c-AMP-dependent protein kinase cAMP dependiente, unién a la
u 41.696.728- 015 inhibitor alpha transcript variant 1, subunidad catalitica de proteina
41.809.704 SM EPP . MRNA) quinasa A nggatlva regulacion de
la transcripcion por RNA
polimerasa Il, altamente expresada
en tejido musculo esquelético.
10.517.607- Sin genes anotados
15 0.15

10.700.852
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402.797- KHDRBS2 Unioén a poli Ay U del RNA,
23 ' 0.16 (KH RNA binding domain containing, | regulacion del corte y empalme
764.842 signal transduction associated 2) (splicing) del mMRNA, altamente
expresada en cerebro.

- 30.643.276- SM EPP 014 No hay genes anotados en esta
30.736.444 region.

29 34.676.788- 013 NTM Adhesioén celular, altamente
34.746.856 ' (Neurotrimin) expresada en corteza prefrontal.
1.164.256— CYFIP1 Interviene en la represion de la

2 U 0.16 (Cytoplasmic FMR1-interacting protein | traduccion del mMRNA, se une a
1.216.101 1) filamentos de actina.
5 93.016.099- 015
03.093.486 : Sin genes anotados
8 79.660.034- 0.22
79.817.203 : Sin genes anotados
Altamente expresada en cerebro.
Las proteinas tipo coiled-coil no
han sido bien caracterizada en
CCDC85A - -
11 | 38.942.740- 0.17 gt : - bovinos. Estas proteinas
39.104.584 (Coiled-coil domain containing 85A) intervienen activamente en
diferentes procesos celulares
expresion génica, traduccién de
sefiales,
ADGRF3 Altamente expresado en testiculos.
(Adhesion G protein-coupled receptor | Actividad de receptor de superficie
F3) acoplado a proteina G, via de la
sefializacion celular
HADHB Metabolismo lipidico, actua en la
(Trifunctional enzyme subunit beta, beta oxidacion de los acidos
mitochondrial) grasos no caracterizado en
bovinos.

1 ;31391871%7 BON IEP 0.13 HADHA Altamente expresado en corazon.

i (HADHA protein) Metabolismo lipidico, actua en la
beta oxidacion de los &cidos
grasos.

GAREM2 Altamente expresado en corteza
(GRB2 associated regulator of MAPK1 | prefrontal. No bien caracterizado
subtype 2) en bovinos
ENSBTAG00000054613 No caracterizado
NLRP9 Altamente expresado en ovarios,
(NACHT, LRR and PYD domains- testiculos, oocitos y preimplatacion
containing protein 9) embrionaria posiblemente
implicado en procesos
reproductivos. Proteina de unién al
ATP.

18 61.701.988- 0.16 VSTM1 Altamente expresado en pulmén.

61.854.328 ’ (V-set and transmembrane domain Gen no caracterizado en bovinos.

containing 1)

En humanos se expresa en
leucocitos especificamente en
neutrdfilos, eosindfilos y
monocitos. Actua en la activacion
de fagocitos para prevenir
producciones inapropiadas de
ROS (especies reactivas al
oxigeno).
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ENSBTAGO00000051657 No caracterizado
ENSBTAG00000052278 No caracterizado
ENSBTAG00000053115 No caracterizado
ENSBTAG0000004963 No caracterizado
22.205.878- .
20 22 207.811 0.13 Sin genes anotados
PHLDA1 Funcién desconocida en bovinos,
5 5.550.983- SM IEP 0.14 (PHLDAL protein): Pleckstrin altamente expresada en rifién
5.644.397 ' homology like domain family A
member 1
WFDC3 (WAP four-disulfide core
domain protein 3)
DNTTIP1 (74.564.888-74.587.020) Posiblemente regulador de la
(Deoxynucleotidyltransferase terminal- | transcripcién, altamente expresada
interacting protein 1) .,
en corazon.
ENSBTAG00000043272 (74.583.682- | |ranscripto:
74.583.787) ENSBTAT00000060264.2
UBE2C (74.586.517-74.593.327) Ubiquitinacioén, posible control de
(Ubiquitin conjugating enzyme E2C) la mitosis promoviendo el éxito
mitético, altamente expresada en
testiculos.
TNNC2 (74.596.935-74.593.856) Union de filamentos de actina,
74.579.328- SM IEP (Troponin C2, fast skeletal type) union a proteina calcio
13 74.667.264 0.14 dependiente, regulacion de la

SNX21 (74.603.454-74.608.558)
(SNX21 protein): Sorting nexin family
member 21)

ACOT8 (74.608.944-74.621.591)
(Acyl-CoA thioesterase 8)

ZSWIM3 (74.621.353-74.639.617)
(Zinc finger swim-type containing 3)

ZSWIM1 (74.640.691-74.643.705)
(Zinc finger swim-type containing 1)

SPATA25 (74.644.447-74.645.479)

contraccién muscular, altamente
expresada en tejido musculo

esquelético.

Unién a fosfatidilinositol, transporte
de proteinas, altamente expresada

en bazo.

Actividad de acetil CoA hidrolasa,
catabolismo de &cidos grasos,
altamente expresada en colon.
Unién del ion zinc, altamente
expresada en corazon.

Unién del ion zinc, altamente

expresada en corazon.
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(Spermatogenesis associated 25) Espermatogénesis, altamente
expresada en testiculos.
NEURL2 (74.646.008-74.648.793)
(Neuralized E3 Ubiquitin protein ligase | Traduccién de sefial intracelular,
2) ubiquitinacién de proteinas,
altamente expresada en corazén.
PLTP (74.654.889-74.665.860)
(Phospholipid transfer protein isoform
a) Metabolismo de los lipidos,
motilidad espermatica, biosintesis
de vitamina E, altamente
expresada en pulmones.
23 41.064.620- SM IEP 0.16 Sin genes anotados

41.173.272
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SYT6 Altamente expresado en cerebro. Actividad en sinapsis. Regulacion de la
(Synaptotagmin 6) expresion de dopamina, precursor metabolico de la noradrenalina 'y
Chr 3 (29.224.886-29.285.827) | adrenalina que actlan en respuesta a situaciones estresantes Unién a
varLD 21.7-21.6 fosfolipidos dependientes de calcio. Exocitosis calcio dependiente.
OLFML3 (Olfactomedin- | Altamente expresado en pulmones. Desarrollo multicelular temprano,
like protein 3) desarrollo embrionario y placentario.
29.390.650-29.394.608
bp.
HIPK1 (Homeodomain Altamente expresado en testiculos. Union al ATP, actividad de proteina
interacting protein kinase | quinasa. Desarrollo de la estructura anatémica del ojo. Diferenciacién
1) neuronal. Apoptosis.
29.399.611-29.449.947
bp.
ATP23. Altamente expresado en higado. Unién a iones metalicos. Actividad de
(Mitochondrial inner metaloendopeptidasa (uno o dos iones mantienen el agua molecular en su
Chr 5 membrane protease lugar) y las cadenas de aminoéacidos cargados son ligandos para el ion
ATP23) metal.
55.085.241-55.582.258
varLD 20.3-20.2
CTDSP2 (CTD (Carboxy- | Altamente expresado en pulmén de actividad de fosfatasa, junto con las
terminal domain, RNA proteinas quinasas controlan la fosforilacién de muchas proteinas celulares
polymerase |, importante en los mecanismos de la actividad celular. Regulacion de la
polypeptide A) small transcripcion por la RNA polimerasa
phosphatase 2)
55.634.355-55-656.768
bp
55.443.099-55.683.407 Sin anotaciones
varLD 20.9-20.8
LRRTM1(Leucine-rich
Chr 11 repeat transmembrane -
neuronal protein 1)
55.211.496-55.214.132
pb.
(24.184.623-24.186.798) | Sin anotaciones
varLD 21.8-21.3
Chr 15 ZW10 Altamente expresado en colon. Anclaje de los cromosomas a los
(Centromere/kinetochore | microtdbulos, movimientos cromosémicos durante la division celular,
protein zw10) movimiento y segregacion de los cromosomas.
24.284.251-24.319.569
bp.
SLC6A2 Altamente expresado en pulmén. Transportador de solutos.
(Transporter) Neurotransmisor. Transporte de dopamina dentro de una neurona, la
(23.903.882-23.955.588) | dopamina es asi una catecolamina neurotransmisora y precursor metabdlico
varLD 20.9-20.8 de noradrenalina y adrenalina.
Chr 18

CES1
(Carboxylic ester
hydrolase)
(23.903.882-23.955.588)
varLD 20.9-20.8

Altamente expresado en higado. Actividad de triglicérido lipasa en el
proceso catabolico de los lipidos.

(26.929.649-26.990.623)
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Chr 21 varLD 20.3-19.9
CFAP161 (Cilia and Altamente expresado en testiculos. Procesos reproductivos en humanos.
flagella associated Sin mas anotaciones.
protein 161) a
26.838.739-26.963.009
bp.
SSTR1 Altamente expresado en cerebro. Actividad de receptor acoplado a proteina
(Somatostatin receptor 1) | G. Unién a péptidos neurotransmisores. Actividad de receptor de la
(48.313.773-48.369.157) | somatostatina, hormona peptidica que regula el sistema endocrino por la via
varLD 20.2-19.9 de sefializacion celular de receptor de somatostatina acoplado a proteina G.
Respuesta celular a estimulo por estradiol. Actua como un estrogeno
potente.
48.594.114-48.651.030 Sin anotaciones
varLD 20.0-19.9
CLEC14A (C-type lectin | De unién a carbohidratos de membrana interviene activamente en la
domain family 14, migracion de células endoteliales en la matriz extracelular para formar
member A) nuevos vasos sanguineos (angiogénesis)
48394033-48395926
bp
DEK (DEK protein) Altamente expresado en bazo. Unién a histonas. Reparacion de la doble
39.355.962-39.387.656 cadena dafiada
bp
Chr 23
(39.339.694-39.354.709) | Sin anotaciones
varLD 23.9:23.9
KDM1B (Lysine Proteina zinc finger. Se une al DNA. Actividad de oxido reductasa. Union al
demethylase 1B) a ion zinc.
39.389.854-39.432.004
bp.
Chr 25 5.710.790-5.792.213 Sin anotaciones
varLD 21.5:21.0
SPTBN2 Altamente expresado en corteza prefrontal. Unién a actina y a fosfolipidos.
(Spectrin beta chain) Transporte de vesiculas y organulos, migracién celular en el desarrollo
(44.707.685-44.796.094) | embrionario, actividad de ATPasa, contraccion muscular, reparacion de
varLD 21.9:21.8 heridas, control de la expresion génica, aumento en tamafio 0 en masa de
un completo organismo multicelular
RBM4 Altamente expresado en bazo. Factor que se une al RNA para ejercer la
Chr 29 (RNA-binding protein 4) | funcién de regular la transcripcion y corte y empalme del mRNA. Factor de

(44.707.685-44.796.094)
varLD 21.9:21.8

diferenciacion de la célula muscular. Unién a la ciclina. Unién a miRNA. Unién
a regiones intronicas de pre-mRNA. Unién a RNA. Unién a iones de Zinc.
Diferenciacion celular. Regulacién circadiana de la traduccion. Se para o
retrasa la traduccion en respuesta a estrés. Respuesta a sustancias que
contienen arsénico.
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